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A Einleitung

A1 DIE PFLANZE ATROPA BELLADONNA L.

A 1.1 Systematik und Morphologie

Die Pflanze Atfropa belladonna, die wegen der starken Giftwirkung der Beeren und de-
ren Ahnlichkeit mit Kirschen den deutschen Namen Tollkirsche erhielt, ist dem Subtribus
Lyciinae (Tribus Solaneae, Familie Solanaceae) zugeordnet (Hegnauer 1990). Der Gat-
tungsname Atropa geht auf eine der drei griechischen Schicksalsgéttinen zuriick, mit bel-
ladonna wird in der italienischen Sprache eine schéne Frau beschrieben. Letzteres be-
zieht sich auf das friihere Schénheitsideal grofRer Pupillen, die durch Eintropfen des pupil-
lenerweiternd wirkenden Tollkirschensaftes in die Augen erzeugt werden kdnnen.

A. belladonna ist eine mehrjahrige, 0,5 bis 2 m hohe Staude, die in Europa, Westasien
sowie Nordafrika beheimatet ist. Auf Grund ihrer Bevorzugung von nahrstoffreichen hu-
mosen Ton- und Lehmboden ist sie an Waldrandern, lichten Buchenwéaldern und Kahl-
schlagen anzutreffen. Die Pflanze besitzt einen dicken, verzweigten Wurzelstock und
wechselstandig angeordnete, eiférmig lanzettliche Laubblatter. Die gestielten Bliten ste-
hen einzeln oder als Wickel in den Blattachseln der Stangel (Sitte et al. 1998). Die glocki-
ge Blutenkrone ist violett bis braun oder im Fall der selten vorkommenden /utea-Varietat
blassgelb (siehe Abbildung A.1 und Abbildung A.2). Der sich bei der Fruchtreife vergro-
Rernde, sternfdérmig ausbreitende, fiunfspaltige Kelch umschlief3t die kirschgrolle, zu-
nachst griune Frucht. Bei der lutea-Varietat entwickelt sich daraus eine gelbe, bei der wei-
ter verbreiteten, dunkleren Tollkirsche eine schwarzglanzende, saftige Beere (Dorfler und
Roselt 1990).

A 1.2 Inhaltsstoffe

Alle Teile der Pflanze enthalten in Abhangigkeit von Entwicklungsstadium, Standort und
klimatischen Bedingungen ein hochwirksames Alkaloidgemisch wechselnder Zusammen-
setzung. Wie die meisten Vertreter der Lyciinae, die 14 Gattungen beinhaltet, enthalt A.
belladonna hauptsachlich Tropanalkaloide. Zu den Hauptalkaloiden zahlen das L-Hyos-
cyamin als Vertreter der klassischen Tropanalkaloide (TRI-Alkaloide) und das Calystegin
A; als Vertreter der Nortropanalkaloide (TRII-Alkaloide). Atropin, das Razemat des Hyos-
cyamins, wurde bereits 1833 aus der Wurzel von A. belladonna isoliert (Mein 1833). Die
hydrophilen Nortropanalkaloide wurden erst 155 Jahre spater nachgewiesen (Tepfer et al.
1988). Zu den weiteren nachgewiesenen Tropanalkaloiden gehdren beispielsweise das

Apoatropin (entsteht durch nichtenzymatische Wasserabspaltung aus Atropin), Belladon-
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nin (Apoatropindimer), Cuskhygrin, Scopolamin sowie weitere Calystegine der A- und B-

Gruppe. Ferner wurden in Blattern Spuren von Cumarinen (Scopolin), Flavonglykosiden,
Gerbstoffen und organischen Sauren (z.B. Bernsteinsaure) identifiziert (Stahl und Schild
1981).

Abbildung A.2 Atropa belladonna var. lutea L.

Die Bilder wurden auf einem Versuchsfeld der Firma Plantapharm, Artern aufgenommen.
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A2 TROPANALKALOIDE

A 2.1 Sekundarstoff Alkaloid

Pflanzen produzieren neben den lebensnotwendigen Primarstoffen eine Vielzahl von
Sekundarstoffen, die innerhalb der verschiedenen Familien des Pflanzenreiches haufig
unterschiedlich verteilt sind. Das Wissen Uber ihre biologische Bedeutung ist jedoch weit-
gehend begrenzt. Bei der Anpassung von Pflanzen an wechselnde 6kologische Bedin-
gungen spielen sie offenbar eine wichtige Rolle. So konnte fiir einige Sekundarstoffe eine
Wirkung bei der Abwehr von pathogenen Organismen und Insekten nachgewiesen wer-
den, andere zeigten eine Schutzwirkung bei Umweltstress (Kutchan 1995). Verschiedene
Daten weisen ferner auf eine Signalwirkung der Sekundarstoffe innerhalb der pflanzlichen
Entwicklung hin (Kutchan 2001). Die Feststellung, dass Produktion und Akkumulation von
Sekundarstoffen raumlich und zeitlich begrenzt sind, spricht fur diese Theorie (De Luca
und St Pierre 2000). Weiterhin kénnen direkte und indirekte Faktoren wie Phytohormone
oder Licht die Sekundarstoffbildung beeinflussen (Hashimoto et al. 1985, Yazaki et al.
1999).

Zu den am besten untersuchten, in etwa 20 % aller Pflanzenarten nachgewiesenen
stickstoffhaltigen, zumeist heterozyklischen Sekundarstoffen zahlen die Alkaloide (De
Luca und Laflamme 2001). Bisher konnten mehr als 12000 der natlrlich und in einer e-
normen strukturellen Vielfalt vorkommenden Alkaloide isoliert und deren Struktur aufge-
klart werden (Wink 1999). Wegen den teilweise Uberaus komplizierten Strukturen, die
chemisch nicht oder wirtschaftlich nur unrentabel herstellbar sind, werden sie in den meis-
ten Fallen aus Pflanzen isoliert. Auf Grund ihrer pharmakologischen Wirkungen werden
viele Alkaloide seit Jahrhunderten als Gifte, Narkotika und Medikamente angewendet
(Kutchan 1995). Mindestens ebenso lange ist die Verwendung alkaloidhaltiger Pflanzen
als Farbstoffe oder Gewurze bekannt.

Die Alkaloide der Tropangruppe, bei denen es sich um Esteralkaloide bestehend aus
einem bizyklischen Aminoalkohol (Alkamin) und einer aromatischen oder aliphatischen
Saure handelt, verfigen uUber eine recht unterschiedliche Verteilung im Pflanzenreich. Die
Tropasaureester des Tropins scheinen nur in Solanaceen vorzukommen. Alkaloide mit
einem Tropangerlst wurden hingegen in verschiedenen Pflanzenfamilien wie z.B. Con-
volvulaceen, Erythroxylaceen, Moraceen oder Proteaceen nachgewiesen (Woolley 1993,
Asano et al. 1997). Mittlerweile wurden mehr als 200 verschiedene Tropanalkaloide iso-

liert oder synthetisiert.
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A 2.2 Tropanalkaloidbiosynthese

In der Tropanalkaloidbiosynthese bildet Putrescin das Bindeglied zwischen dem Primar-
und dem Sekundarstoffwechsel. Uber diese Verbindung werden die Tropanalkaloide, Ni-
kotin sowie die Polyamine Spermidin und Spermin gebildet (Hashimoto und Yamada
1993). Letztere zeichnen sich durch ihr ubiquitdres Vorkommen sowie durch ihre Beteili-
gung an zahlreichen regulatorischen Prozessen in allen Lebewesen aus (Galston et al.
1997, Bouchereau et al. 1999). Zum einen entsteht Putrescin durch Decarboxylierung von
L-Ornithin durch das Enzym Ornithindecarboxylase (ODC, EC 4.1.1.17) und/oder zum
anderen durch Decarboxylierung von L-Arginin durch das Enzym Arginindecarboxylase
(ADC, EC 4.1.1.19) Uber die Zwischenprodukte Agmatin und N-Carbamoylputrescin (vgl.
Abbildung A.3). Aus Arginin kann aber auch direkt durch das Enzym Arginase (ARG, EC
3.5.3.1) Ornithin gebildet werden. Die ODC kommt in allen lebenden Organismen vor. Von
den Solanaceen Datura stramonium und Nicotiana tabacum wurden die cDNA-
Sequenzen bereits identifiziert (Michael et al. 1996, Imanishi et al. 1998). Im Gegensatz
dazu fehlt den Saugetierzellen und vielen niederen Eukaryoten die ADC, deren cDNA
beispielsweise aus Lycopersicon esculentum bekannt ist (Rastogi et al. 1993).

Mit der N-Methylierung des Putrescins erfolgt der erste spezifische Schritt innerhalb der
Alkaloidbiosynthese (Leete 1990). Diese S-Adenosyl-L-Methionin (SAM) abhangige Me-
thylierung wird durch das Enzym Putrescin-N-methyltransferase katalysiert (PMT, EC
2.1.1.53). PMT-cDNA-Sequenzen, die bisher aus Nicotiana tabacum, Nicotiana sylvestris,
Hyoscyamus niger und Afropa belladonna isoliert wurden, zeigen hohe Homologien zu
bekannten Spermidinsynthase-cDNA-Sequenzen (SPDS, EC 2.5.1.16) von Mensch,
Maus und Escherichia coli (Hibi et al. 1994, Hashimoto et al. 1998a, Suzuki et al. 1999a).
Kirzlich isolierte SPDS-cDNA-Sequenzen von Nicotiana sylvestris, Hyoscyamus niger
und Arabidopsis thaliana weisen auf Aminosaureebene eine héhere Homologie zur Ta-
bak-PMT als zu den oben genannten SPDS auf (Hashimoto et al. 1998b). Auf der Grund-
lage von phylogenetischen Analysen festigte sich die Meinung, dass die PMT evolutionar
aus der SPDS hervorgegangen ist.

Das N-Methylputrescin wird nachfolgend durch die N-Methylputrescinoxidase (MPO,
EC 1.4.3.6) oxidativ zum 4-Aminobutanal desaminiert (Hashimoto et al. 1990). Dieses
zyklisiert spontan zum N-Methylpyrroliniumkation. Zunachst wurde die nachfolgende Bil-
dung von Hygrin und dessen anschliefiende Zyklisierung zum Tropinon vermutet, enzy-
matische Schritte konnten jedoch nicht nachgewiesen werden (Leete 1990). Neuere Un-
tersuchungen deuten auf 4-(1-Methyl-2-pyrrolidinyl)-3-Oxobutanoat als Vorstufe des Tro-
pinons hin (Robins et al. 1997).

Tropinon, das einen wichtigen Verzweigungspunkt innerhalb der Biosynthese darstellt,

besitzt als erstes Intermediat dieser Biosynthese den Tropanring (vgl. Abbildung A.3).
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Abbildung A.3 Tropanalkaloidbiosynthese

ODC: Ornithindecarboxylase; ADC: Arginindecarboxylase; ARG: Arginase; SPDS: Sper-
midinsynthase; SPS: Sperminsynthase; PMT: Putrescin-N-methyltransferase; MPO: N-
Methylputrescinoxidase; TRI: Tropinonreduktase I; TRIl: Tropinonreduktase Il; H6H: Hy-
oscyamin-63-hydroxylase; SAM: S-Adenosyl-L-Methionin; SAH: S-Adenosyl-L-Homo-
cystein. Enzyme, die in dieser Arbeit untersucht wurden, sind farblich unterlegt. Das
Schema stellte freundlicherweise Herr Dr. R. Keiner zur Verfigung.
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NADPH-abhangig reduziert die Tropinonreduktase | (TRI, EC 1.1.1.206) Tropinon zu
Tropin (Tropan-3a-ol, axiale Stellung der OH-Gruppe). TRI wurde erstmals in D. stramo-
nium-Wurzelkulturen nachgewiesen (Koelen und Gross 1982). Die stereospezifische Re-
duktion des Tropinons durch die Tropinonreduktase Il (TRIl, EC 1.1.1.236) flhrt zur Bil-
dung des Pseudotropins (Tropan-33-ol, aquatoriale Stellung der OH-Gruppe). Drager und
Mitarbeiter identifizierten diese TR in Wurzelkulturen von H. niger (Drager et al. 1988). Die
Tropinonreduktasen gehoéren zur Klasse der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen
(SDR), die durch bestimmte Sequenzmotive charakterisiert sind (Jornvall et al. 1995). Auf
Grund der hohen Sequenzhomologie der TR-cDNA's wurde ein direktes Verwandschafts-
verhaltnis postuliert (Nakajima et al. 1993). Anhand stereo- und substratspezifischer Un-
tersuchungen der TR-Enzyme sowie verschiedener TR-Mutanten konnten der C-
terminalen Doméane die Substratbindungsstelle und der N-terminalen Region die NADPH-
Bindungsstelle zugeordnet werden (Nakajima et al. 1994, 1998, 1999a).

Futterungsversuche ergaben, dass Tropasdure bei der Bildung des L-Hyoscyamins
nicht beteiligt ist. Stattdessen erfolgt die Veresterung von Tropin mit Phenylmilchsaure,
deren Synthese vom Phenylalanin ausgeht. Dies fuhrt zur Bildung von Littorin, das sich in
einem bisher ungeklarten Mechanismus zum L-Hyoscyamin umlagert (Ansarin und Wool-
ley 1993, Robins et al. 1994a). In einer zweistufigen enzymatischen Reaktion wird aus L-
Hyoscyamin das 6,7-Epoxid L-Scopolamin gebildet. Sowohl die 68-Hydroxylierung des
Tropanringes als auch die intramolekulare Epoxidbildung wird von der 2-oxoglutaratab-
hangigen Dioxygenase Hyoscyamin-68-hydroxylase (H6H, EC 1.14.11.11) katalysiert
(Hashimoto und Yamada 1986, 1987). Dieses Enzym benétigt fir seine Wirkung zudem
Eisenionen, Ascorbat und molekularen Sauerstoff. Die erste H6H-cDNA wurde aus H.
niger, spater die aus A. belladonna isoliert (Matsuda et al. 1991, Suzuki et al. 1999b).

Pseudotropin ist das erste spezifische Intermediat auf dem Biosyntheseweg der Ca-
lystegine. Diese polyhydroxylierten Nortropanderivate sind Aminoketale, die ausschliel-
lich in der bizyklischen Form vorliegen (Molyneux et al. 1996). Die Calystegine werden
nach der Anzahl der Hydroxylgruppen in folgende Gruppen eingeteilt: die A-Gruppe bein-
haltet trihydroxylierte, die B-Gruppe tetrahydroxylierte, die C-Gruppe pentahydroxylierte
Nortropanderivate. Neben diesen klassischen Calysteginen existieren auch weniger typi-
sche Calystegine mit einem Tropanalkaloidgrundgerist (N-Methylgruppe) und dihydroxy-
lierte Nortropanalkaloide, denen die typische Aminoketalfunktion am Brickenkohlenstoff-
atom fehlt (Asano et al. 2001). Der Trivialname der Calystegine leitet sich von der Pflanze
Calystegia sepium ab, in deren Wurzelexsudat diese Substanzen erstmalig nachgewiesen
wurden (Tepfer et al. 1988). Fitterungen von Wurzelkulturen mit C"-markiertem Put-
rescin oder N'>-markiertem Tropinon bewiesen den bis dahin vermuteten Einbau in die
Calystegine (Goldmann et al. 1990, Drager et al. 1994, Scholl et al. 2001b). Weitere Bio-
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syntheseschritte, insbesondere die Demethylierung am Stickstoff und die Hydroxylierun-
gen, sind bisher nicht aufgeklart. Ersteres kdnnte durch Cytochrom P450-Enzyme und
letzteres durch oxoglutaratabhangige Dioxygenasen katalysiert werden (Keiner 2001).
Weiterhin sind Acetyl- und Tigloylester, die auf enzymatischem Wege gebildet werden,
sowohl von Tropin als auch von Pseudotropin bekannt. Bis auf das Acetyltropin in D.
stramonium-Wurzelkulturen findet man diese Ester jedoch haufig nur in Spuren oder nach

kiinstlicher Erhéhung der Tropinolmengen (Drager et al. 1992).

A 2.3 Analytik der Tropanalkaloide

Die Alkaloide kénnen mit Hilfe verschiedener chromatographischer Methoden qualitativ
und quantitativ reproduzierbar erfasst werden. Unterschiedliche Polaritaten der Intermedi-
ate (Tropinon, Tropin und Pseudotropin), der lipophilen TRI-Alkaloide und der hydrophilen
TRII-Alkaloide bedingen die getrennte Aufarbeitung der Proben und die Wahl unterschied-
licher Methoden fiir die Routinemessung (vgl. Abbildung A.3, siehe Kapitel B 2.1).

Fir ein schnelles, sensitives Vorabscreening verschiedener Pflanzenextrakte und Pro-
ben bietet sich flir die Alkaloide als auch fiir die Intermediate die AMD-TLC (Automated
Multiple Development - Thin Layer Chromatography) an (siehe Kapitel B 2.1.4). Optimier-
te Methoden sind verfligbar (Scholl et al. 2001a).

Zur quantitativen Bestimmung werden die genannten Substanzen zumeist mittels Gas-
chromatographie (GC) getrennt, simultan stickstoffsensitiv (PND) und durch Flammen-
ionisation (FID) detektiert (siehe Kapitel B 2.1.5). Die Tropanole und die TRI-Alkaloide
zeichnen sich durch eine ausreichend hohe Flichtigkeit aus, so dass eine direkte Ver-
messung mdaglich ist (Woolley 1993, Drager 1995). Sie kénnen jedoch auch in Analogie
zu den TRII-Alkaloiden, die nicht fluchtig sind und somit derivatisiert werden missen, vor
der Vermessung einer milden Silylierung unterzogen werden (Molyneux et al. 1993). GC-
MS-Messungen ermdglichen sichere und reproduzierbare Quantifizierungen unter Ver-
wendung eines einzelnen Detektors.

HPLC-Trennungen der TRI-Alkaloide scheiterten zunachst an der Detektion, da sie sich
auf Grund ihrer geringen UV-Absorption nicht fir eine UV-Detektion eignen (Bogusz und
Erkens 1994). Gegenwartig werden die Proben elektrochemisch, amperometrisch, kon-
duktometrisch oder massenspektrometrisch detektiert (Ubersicht in Drager 2002). Bei den
TRII-Alkaloiden sind bisher weniger selektive HPLC-Messungen mit refraktometrischer
Detektion beschrieben (Goldmann et al. 1990). Eine elektrochemische oder mas-
senspektrometrische Detektion ware auch hier empfehlenswert (Drager 2002). Vor etwa 4
Jahren wurden die TRI-Derivate erstmals kapillarelektrophoretisch getrennt (Altria 1998).
Die Detektion erfolgte mit einem Diodenarray-Detektor. Zur Messung wurden nur geringe

Probenvolumina bendtigt (im Nanoliterbereich). Mittlerweile wurden viele unterschiedliche
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Methoden publiziert (Mateus et al. 2000). Auch die TRII-Alkaloide wurden bereits kapillar-
elektrophoretisch aufgetrennt und mit einer gepulsten amperometrischen Detektion analy-
siert (Ruttinger und Drager 2001). Die Tropanole sind auf diese Weise jedoch nicht be-

stimmbar.

A 2.4 Pharmazeutische Bedeutunq der Tropanalkaloide

A 2.4.1 TRI-Alkaloide (Klassische Tropanalkaloide)

L-Hyoscyamin bzw. dessen Razemat Atropin und L-Scopolamin zahlen wegen ihrer an-
ticholinergen Wirkungen noch immer zu den wichtigsten Parasympatholytika. Bereits anti-
ke und mittelalterliche Heilkrauterblcher enthielten Hinweise zur medizinischen Anwen-
dung von A. belladonna-Pflanzenauszugen (Drager 1995).

Sowohl die peripheren als auch die zentralhemmenden Wirkungen von Atropin werden
pharmazeutisch genutzt. Die parasympatholytischen Wirkungen, die zu einer Erschlaffung
der glatten Muskulatur fihren, begriinden den Einsatz bei Krampfen des Verdauungs-
traktes, der Harnblase sowie der Bronchien. Derzeitig wird es hauptsachlich zur Narkose-
einleitung bei Operationen, als Antidot bei Vergiftungen mit Alkylphosphaten sowie bei
Uberdosierungen mit Parasympathomimetika verwendet. Die Anwendung als Mydriatikum
ist auf Grund der tagelang wahrenden Pupillenerweiterung mit aufgehobener Akkommo-
dation obsolet. Die zentralerregenden Wirkungen treten bei Uberdosierungen unter ande-
rem in Form von Schleimhauttrockenheit, beschleunigtem Puls, Mydriasis und Halluzinati-
onen bis hin zu lebensbedrohlichen Zustanden wie Delirien, klonischen Krampfen mit an-
schlielender Bewusstlosigkeit und Atemstillstand auf (Mutschler 1991).

L-Scopolamin razemisiert im Alkalischen weniger schnell als L-Hyoscyamin. Es wirkt im
Zentralnervensystem ausschlieBlich dampfend. In Form eines transdermalen therapeuti-
schen Systems (TTS) wird Scopolamin daher zur antiemetischen Behandlung von Kineto-
sen eingesetzt. N-Butylscopolamin, das als quartdre Ammoniumverbindung nur peripher
wirkt, wird als Spasmolytikum angewendet. Im Vergleich zum Atropin sind die peripheren
Scopolaminwirkungen starker mydriatisch und sekretionshemmend, jedoch schwacher

spasmolytisch und herzfrequenzsteigernd ausgepragt (Mutschler 1991).

A 2.4.2 TRII-Alkaloide (Nortropanalkaloide)

Ebenso wie die physiologische Wirkung ist die pharmazeutische Bedeutung dieser
Substanzen noch nicht geklart. Die strukturelle Ahnlichkeit der polyhydroxylierten Nortro-
panderivate zu Kohlenhydraten bedingt deren biologische Aktivitdt als Glykosidase-
hemmstoffe (vgl. Abbildung A.3). Fir die Calystegine As, By und B, wurde eine inhibitori-

sche Wirkung auf a-Galaktosidasen und $-Glykosidasen, jedoch kein Effekt auf Mannosi-
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dasen nachgewiesen (Molyneux et al. 1993). Zahlreiche nachfolgende Untersuchungen
zeigten, dass die Calystegine der A-Gruppe keine oder nur geringe Inhibitoreigenschaften
besitzen (Asano et al. 1995). Fir die Calystegine der C-Gruppe wurde ein differenziertes
Hemmpotential gegeniber den verschiedenen Enzymen festgestellt. Die Glykosidasen
sind ein fester Bestandteil wichtiger biologischer Prozesse. Sie spielen bei der intestinalen
Verdauung, posttranslationalen Veranderung von Glykoproteinen oder dem lysosomalen
Abbau von Glykokonjugaten eine wesentliche Rolle (Asano et al. 2000). Die zumeist ge-
netisch bedingten Enzymausfalle fihren beim Menschen zu verschiedenen Speicher-
krankheiten wie der Fabry- oder Gaucher-Krankheit. Die TRII-Alkaloide eréffnen als Mo-
dellsubstanzen Moglichkeiten zur Untersuchung kiinstlich ausgeléster Enzymmodifikatio-
nen oder -blockierungen. Diese kdnnten erheblich zum allgemeinen Verstandnis der
Wirkmechanismen der Speicherkrankheiten beitragen und zu Ldsungsansatzen flihren.
Weiterhin besitzen die Glykosidasehemmestoffe durch ihre Struktur das Potential zu antidi-
abetischen, antiviralen und Antitumorwirkungen (Ubersicht in Asano et al. 2000). Ein the-

rapeutischer Einsatz der TRII-Alkaloide ware damit denkbar.

A 2.5 Requlation der Tropanalkaloidakkumulation

A 2.5.1 Direkte Beeinflussung durch Transformation

Seit den 70er Jahren wurden Enzyme des Tropanalkaloidstoffwechsels identifiziert, iso-
liert und charakterisiert (Mizusaki et al. 1971). Mit Hilfe verschiedener molekularbiologi-
scher Verfahren konnten 20 Jahre spater die cDNA-Sequenzen und Gene einiger dieser
Enzyme isoliert werden (vgl. Kapitel A 2.2). Diese ermdglichen Lokalisationsstudien der
Transkripte und der korrespondierenden Proteine in Wurzelkulturen oder gesamten Pflan-
zen sowie Transformationsexperimente zur Erforschung der Regulation der Alkaloidbio-
synthese. So kénnen durch spezifische Genexpressionsveranderungen Enzymaktivitaten
modifiziert werden. Erh6hungen oder Verringerungen einzelner Enzymaktivitdten konnen
Einblicke in die Biosyntheseregulation gewahren, die ansonsten nicht méglich sind. Unter
diesen Bedingungen kdnnen unbekannte oder bis dato nur vermutete Zwischenstufen
eines Syntheseweges akkumulieren, die unter normalen Umstanden unmittelbar nach
ihrer Bildung in nachfolgende Verbindungen umgewandelt wiirden. Durch Uberexpression
ausgewahlter Biosyntheseenzyme sollen Transformanten mit einer in vivo gesteigerten
Gesamtenzymaktivitat erhalten werden. Die Verringerung oder im Idealfall totale Aus-
schaltung einer Enzymaktivitat kann durch antisense-Transformation, Cosuppression oder
RNAi-Transformation erreicht werden (Smith et al. 2000). Cosuppression tritt haufig als
Begleiterscheinung von Uberexpressionen auf. Fir eine effiziente Manipulation miissen

die eingebrachten cDNA-Sequenzen in einer geeigneten Menge exprimiert werden. Ne-
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ben dem am haufigsten eingesetzten, konstitutiv exprimierenden CaMV 35S-Promotor
kdnnen auch organspezifische, wie der blattspezifische St-LS1-Promotor (Solanum tube-
rosum light-inducible organ-specific gene, Eckes et al. 1986) oder induzierbare wie der
glucocorticoidinduzierbare Promotor (Aoyama und Chua 1997) zur Anwendung kommen.
Bei der Transformation wird durch das Konstrukt auRer dem Kernstlick Promotor - homo-
loge/ heterologe cDNA-Sequenz - Terminator ein Selektionsmarker Ubertragen. In den
meisten Fallen werden so Antibiotikumresistenzen erzeugt, die wahrend des Regenerati-
onsprozesses eine einfache Unterscheidung zwischen untransformierten und transfor-
mierten Subjekten gestattet.

Die Transformation der Pflanzen mit dem Konstrukt basiert auf natlirlichen (z.B. Bakte-
rien oder Viren), chemischen (z.B. Polyethylenglycol) oder physikalischen Mechanismen
(z.B. Elektroporation oder particle bombardment). Die Eigenschaften der Pflanze und we-
niger die der zu Ubertragenden DNA bestimmen die Wahl der Transformationsmethode.
Am haufigsten ist der Gentransfer mittels Agrobakterieninfektion von Blattern und Spros-
sen beschrieben (Yun et al. 1992). Bei einer solchen Agrobakterieninfektion wird ein Teil
des Ti- oder Ri-Plasmids, die T-DNA, in die pflanzliche DNA integriert. Bei diesem Vor-
gang kommen den T-DNA-Grenzsequenzen (LB und RB) sowie den Virulenzgenen (vir-
Gene) eine besondere Bedeutung zu. Der Infektionsprozess an sich stellt ein komplexes
Zusammenspiel verschiedener Ereignisse dar (Tinland 1996). Die transformierten Pflan-
zenzellen bilden neue, fir das jeweilige Plasmid spezifische Metabolite - die Opine -, die
von den Bakterien verstoffwechselt werden. Durch Bestimmung der Opine wurde eine
einfache Kategorisierung der Agrobakterienstamme mdglich (Petit et al. 1983). Den ver-
schiedenen Opintypen konnten nachfolgend charakteristische Virulenzeigenschaften zu-
geordnet werden (Melchers et al. 1990). So werden Agrobakterien vom Agropintyp auf
Grund der starkeren Virulenz haufiger zu Transformationen eingesetzt als die vom Man-
nopintyp (Oksman-Caldentey und Hiltunen 1996). Viele Solanaceen wie z.B. Lycopersi-
con esculentum, Nicotiana tabacum und Solanum tuberosum konnten seit Beginn der
80er Jahre sehr effizient mit dieser Methode transformiert werden. Zur Atfropa belladonna-
Transformation kann neben diploidem auch haploides Ausgangsmaterial eingesetzt wer-
den (Yoshimatsu et al. 1997).

A 2.5.2 Indirekte Beeinflussung durch Kultivierung

Neben der Regulation auf genetischer Ebene wird die Entwicklung von Pflanzen und
Organkulturen durch verschiedene, meist simultan wirkende Umweltfaktoren beeinflusst.
In alkaloidbildenden Individuen aufert sich die Anpassung an die Umwelt bzw. verschie-
dene Stresssituationen oft in einer veranderten Alkaloidakkumulation (Baldwin 1999, St

Pierre et al. 1999). Haufig werden Alkaloide, an denen wegen ihrer vielfaltigen Verwen-
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dungsmaoglichkeiten groRRes Interesse besteht (siehe Kapitel A 2.1), unter normalen Um-
weltbedingungen nur in geringen Mengen gebildet. Zur Verbesserung von Ausbeuten als
auch aus Sicht der biochemischen Grundlagenforschung wurde den oben genannten Er-
kenntnissen zur Regulation der Sekundarstoffbiosynthese besondere Aufmerksamkeit
entgegengebracht.

In tropanalkaloidbildenden Suspensions- und Wurzelkulturen konnte durch Elicitierung,
Zusatz von Pracursoren oder Phytohormonen, Nahrstoffzusammensetzung und Licht die
Sekundarstoffproduktion wesentlich beeinflusst werden.

Biotische Elicitierung mittels Zellwandfragmenten von Phytophthora megasperma fihrte
z.B. zur 5fachen Steigerung der Hyoscyaminakkumulation in D. stramonium-Suspensions-
kulturen (Ballica et al. 1993). Nach abiotischer Elicitierung von D. stramonium-Wurzelkul-
turen mit geringen Cadmium-Konzentrationen wurde ebenfalls eine gesteigerte Tropan-
alkaloidproduktion beobachtet (lonkova et al. 1998). Die Verwundung von Pflanzen durch
Insektenfrald oder mechanische Beschadigung fuhrt zu erhéhten endogenen Jasmonat-
mengen (Creelmann und Mullet 1997, Wasternack und Parthier 1997). Jasmonsaure und
Methyljasmonat (MeJA) stimulieren eine Vielzahl von Sekundarstoffbiosynthesen, deren
Metabolite zu Abwehr von Insekten und Pathogenen fuhren sollen (Blechert et al. 1995).
Exogene Jasmonatapplikation verursachte beispielsweise in Blattern und Wurzeln von
Nicotiana sylvestris eine Steigerung der Nikotinbiosynthese (Baldwin et al. 1994 und
1996). Bisher beschriebene Auswirkungen auf die Tropanalkaloidbiosynthese sind unein-
deutig (Memelink et al. 2001). Abscisinsaure stellt einen wichtigen Vermittler bei der
Pflanzenabwehr dar (Pena-Cortes et al. 1995, Leung und Giraudat 1998). Diese Substanz
wirkt auf Alkaloidbiosynthesen sowohl induzierend als auch inhibierend (Mahady et al.
1998, Vanhala et al. 1998).

Phytohormone wie Auxine oder Cytokinine induzieren und regulieren Wachstums- und
Differenzierungsprozesse in Pflanzen und Organkulturen (Coenen und Lomax 1997, Mok
und Mok 2001). Zudem beeinflussen sie konzentrationsabhangig den pflanzlichen Sekun-
darstoffwechsel. Durch Auxinzusatz wurde die Tropanalkaloidbiosynthese in verschiede-
nen Wurzelkulturen sowohl positiv als auch negativ beeinflusst (Hashimoto et al. 1985,
Robins et al. 1991b, Vanhala et al. 1998). In Untersuchungen mit Cytokininen konnten da-
gegen keine signifikanten Anderungen der Alkaloidbildung nachgewiesen werden (Vanha-
la et al. 1998).

Die Alkaloidbiosynthese wird durch Pracursorzusatz unterschiedlich beeinflusst (kon-
zentrationsabhangig). Verschiedene Experimente mit Organkulturen von D. stramonium
konnten dies fur die Tropanalkaloidbiosynthese belegen und lieferten zusatzlich Informati-
onen zur Limitation bestimmter Biosyntheseschritte (Robins et al. 1991a, Ballica et al.
1993).
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Fir Wachstum und Sekundarstoffproduktion von Wurzel- und Suspensionskulturen
spielt die Nahrmediumzusammensetzung, insbesondere die Kohlenhydratquelle eine
wichtige Rolle (Gertlowski und Petersen 1993). Ergebnisse zahlreicher Untersuchungen
bestatigten deren Bedeutung flr den Alkaloidstoffwechsel (Merillon et al. 1984, Nussbau-
mer et al. 1998). Zucker - insbesondere Glucose und Saccharose - dienen nicht nur als
metabolische Ressource und Vorstufe fir Strukturelemente, sondern regulieren viele
Entwicklungs- und physiologische Prozesse. Durch Interaktion eines Zuckermolekiils mit
einem Sensorprotein wird ein Signal erzeugt (Smeekens 2000). So verursacht beispiels-
weise die Bindung von Glucose an das Enzym Hexokinase eine Konformationsanderung,
die die Affinitat des Enzyms fir ATP steigert und somit ein Signal auslost (Sheen et al.
1999). Dieses Signal kann verschiedene Signalkaskaden initiieren, die zu einer Verande-
rung von Genexpression und Enzymaktivitat flhren (Koch 1996, Smeekens 2000). Die
Existenz multipler pflanzlicher Zuckersignalwege wird in Analogie zum gut untersuchten
Hefesystem vermutet (Halford et al. 1999, Sheen et al. 1999). Die Expression der durch
Zucker regulierbaren Gene kann dariber hinaus durch verschiedene andere Umweltfakto-
ren wie Licht (Sheen 1990) oder Phytohormone (De Wald et al. 1994, Zhou et al. 1998)
beeinflusst werden. Interaktionen verschiedener Signaltransduktionswege sind somit vor-
programmiert.

Licht dient ahnlich wie Zucker als Energiequelle und hat einen wesentlichen Einfluss
auf die pflanzliche Entwicklung und Sekundarstoffproduktion. Auf Alkaloidbiosynthesen
von Suspensions- und Wurzelkulturen wirkt es vorrangig induzierend (St Pierre et al.
1999, Schroder et al. 1999).

A 3 AUFGABENSTELLUNG

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Frage nach der Regulation der Tropan-
alkaloidbiosynthese und deren gezielter Manipulierbarkeit in Pflanzen und Wurzelkulturen
von A. belladonna.

Durch veranderte Expression von PMT, TRI und TRIl (Enzyme, die an Verzweigungs-
punkten der Tropanalkaloidbiosynthese lokalisiert sind) sollten mittels Modifikation der
Enzymaktivitdt Fragen zu deren regulatorischem Beitrag beantwortet werden. Verande-
rungen des Biosyntheseflusses wurden durch Bestimmung der Alkaloidakkumulation be-
zuglich Gehalt und Muster charakterisiert. Durch zusatzliche Variation von Alter und Kulti-
vierungsbedingungen sollte geprift werden, welchen Einfluss direkte Faktoren (Transfor-
mation) in Kombination mit indirekten Faktoren (Kultivierung) auf die Alkaloidbiosynthese
auslben.

Mit Hilfe von Wurzelkulturen, die auf Grund des robusten Wachstums und der hohen

Alkaloidakkumulation geeignete Untersuchungsmodelle darstellen, wurde ermittelt, inwie-
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fern Modifikationen des Nahrmediums, Phytohormon-, Pracursor- oder Elicitorzusatz so-
wie Licht die Tropanalkaloidbiosynthese in A. belladonna beeinflussen. Wurzelkulturen
besitzen gegeniber ganzen Pflanzen sowohl methodische als auch morphologische Vor-
teile. Zu den methodischen Vorteilen zahlen die schnelle Kultivierung und die Mdglichkeit
der einfachen Systembeeinflussung durch Pracursorzusatz oder Nahrmediumvariation.
Eine veranderte Tropanalkaloidbiosynthese sollte deutlich erkennbar sein, da in diesem
isolierten Organsystem ein Transport von Alkaloiden in andere Organe nicht moglich ist.
Bei den Untersuchungen sollte festgestellt werden, ob und unter welchen Bedingungen
der Weg zu den TRI-Alkaloiden (klassische Tropanalkaloide) oder der TRII-Alkaloidweg
(Nortropanalkaloide) bevorzugt wird.

Die in dieser Arbeit prasentierten Untersuchungen zur Regulation und Manipulation der
Tropanalkaloidbiosynthese in Afropa belladonna L. sind schematisch in Abbildung A.4

zusammengefasst.
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B Material und Methoden

B1 MATERIAL

B 1.1 Pflanzen

B 1.1.1 Samensterilisation

Prof. Hashimoto (Naist Institute Nara, Japan; Hachiya 1997) stellte fur Untersuchungen
freundlicherweise A. belladonna-Samen folgender Pflanzen zur Verfugung:
- Wildtyp
- Vektor pGA482 (T2-Generation)
- H11/2 (Tabak-PMT-uberexprimierend, T2-Generation)
- H11/3 (Tabak-PMT-Uberexprimierend, T2-Generation).

Die Samen wurden dreimal jeweils fir 15 min in konzentrierter Natriumhypochloridl6-
sung und fur 5 min in sterilem Wasser geschwenkt. Anschliefiend wurden die Samen auf
Petrischalen mit verfestigtem (15 g/l Agar) B5-Medium (Gamborg et al. 1968) ausgelegt,
die mit Parafilm® verschlossen wurden. Zur Selektion enthielt das B5-Medium der trans-

genen Samen 100 mg/l Kanamycin.

B 1.1.2 Kultivierung

B1.1.21 Becherglas

Die sterilen Pflanzen wuchsen auf verfestigtem (15 g/l Agar) B5-Medium ohne Saccha-
rose. Als Kultivationsgefalie dienten mit Aluminiumfolie verschlossene Becherglaser. Die
3- bzw. 7-monatige Kultivierung erfolgte bei 23 °C unter einem 16 h Hell-/ 8 h Dunkel-
rhythmus.

B1.1.2.2 Klimakammer

Sterile Keimlinge wurden auf Erde Gberfiihrt und 3 Monate in einer Klimakammer bei
einer Temperatur von 23 °C, 80 %iger Luftfeuchtigkeit unter einem 16 h Hell-/ 8 h Dunkel-

rhythmus kultiviert (Biozentrum der Universitat).

B1.1.2.3 Gewachshaus

Die aus sterilen Keimlingen angezogenen Pflanzen wurden auf Erde Uberfuhrt und 7
Monate im Gewachshaus bei einer Temperatur von 23 °C kultiviert. In den Morgen- und
Abendstunden wurden die Pflanzen zusatzlich belichtet, um eine Lichtphase von 16 h zu

gewahrleisten (Kultivierung im Herbst/Winter, Biozentrum der Universitat). Wahrend der
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Kultivierung war eine 3malige Behandlung mit Pflanzenschutzmitteln notwendig. Diese
richteten sich gegen die Schadlinge Blattlaus (Myzus persicae) und Weile Fliege (Trialeu-

rodes vaporariorum \Westwood).

B 1.1.3 Regeneration transformierter Pflanzen

Die ersten Kalli bildeten sich auf M2-Medium durchschnittlich 1-2 Monate nach der
Transformation. Nach 1 Monat hatten sich Schdsslinge entwickelt, die vom Kallus abge-
trennt und in ein neues Medium (M3) eingesetzt wurden. Etwa 2-3 Monate spater waren
die Transformanten (PMT-antisense, TRII-sense und Vektorkontrolle) zu vollstandigen
Pflanzen herangewachsen. Diese wurden nachfolgend auf kanamycinhaltigem (100 mg/l),

verfestigten B5-Medium ohne Zucker kultiviert (Gamborg et al. 1968).

M2-Medium: M3-Medium:
MS-Medium MS-Medium
Vitamine des B5-Mediums Vitamine des B5-Mediums
0,1 mg/l N6-Benzyladenin (BA) 0,1 mg/l BA
0,1 mg/l Naphthylessigsaure (NAA) 3,0 % (w/v) Saccharose
3,0 % (w/v) Saccharose 1,5 % (w/v) Agar
1,5 % (w/v) Agar pH 5,8
pH 5,8

nach dem Autoklavieren: M2 = 250 mg/l Kanamycin und 500 mg/I Carbenicillin (sterilfiltriert)
und M3 = 250 mg/l Kanamycin (steril filtriert)

B 1.2 Wurzelkulturen

B 1.2.1 Hairy roots

B1.2.1.1 Gewinnung und Kultivierung

Diese A. belladonna-Wurzelkultur war 1992 durch Transformation mit A. rhizogenes
Stamm LBA 9402 erzeugt und freundlicherweise fir Untersuchungen zur Verfigung ge-
stellt worden (Dr. Rhodes, Institute for Food Research Norwich, UK). Die hairy roots wur-
den submers in 300 ml Erlenmeyerkolben, die 70 ml B5-Medium enthielten, bei 23 °C
unter Lichtausschluss auf einem Rundschittler (90 rpm) kultiviert. Aller 28 d wurden von
den Wurzeln 50 mg Spitzen abgetrennt und zur weiteren Kultivierung in neues Medium
Uiberfiihrt. Zum Schutz vor bakteriellem Befall wurde dem Medium vor dem Uberimpfen
das Antibiotikum Ampicillin in einer Konzentration von 10 mg/l zugesetzt. Lichtkultivierte

Wurzeln unterlagen einem 16 h Hell-/ 8 h Dunkelrhythmus.

B1.21.2 Nahrmediummodifikation

Die hairy roots wuchsen Ublicherweise auf dem von Gamborg und Mitarbeitern optimier-

ten B5-Medium (Gamborg et al. 1968). Es enthalt anorganische Salze, Aminosauren, Vi-
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tamine, 3 % Saccharose (88 mM) als Kohlenhydratquelle und Wasser. Das Medium wies
folgende Kenndaten auf: Osmolalitat: 123 mOsmol/kg (Knauer-Osmometer), pH-Wert:
5,5-6,0; Leitfahigkeit: 4,5 mS/cm (ohne Ampicillinzusatz).
Fir Untersuchungen wurde das B5-Medium folgendermalien verandert:
- %2 B5 mit 3 % Saccharose (88 mM; Osmolalitat 116 mOsmol/kg)
- B5 mit 5 % Saccharose (146 mM; Osmolalitat: 181 mOsmol/kg)
- %2B5 mit 5 % Saccharose (146 mM; Osmolalitat: 163 mOsmol/kg)
- %2 B5 mit 8 % Saccharose (234 mM; Osmolalitat: 256 mOsmol/kg).
Die Massezunahme und die Alkaloidakkumulation wurden Uber einen 28-tagigen Zeit-
raum aller 2 d bestimmt. Daten zum Intermediatgehalt und zur TR-Gesamtenzymaktivitat

wurden aller 7 d erhoben.

B1.21.3 Kohlenhydrate und Zusatze

Die verschiedenen Kohlenhydrate (Fructose, Glucose, Mannose, 3-O-Methylglucose,
Sorbitol), der Hexokinaseinhibitor N-Acetylglucosamin, die Kalziumkanalblocker Verapa-
milhydrochlorid und Lanthannitrat wurden in Wasser geldst und sterilisiert, bevor sie zum
B5-Medium ohne Kohlenhydratquelle zugegeben wurden. Die Konzentration im Medium
war: Kohlenhydrate 100 mM, Mischung Glucose/Fructose jeweils 50 mM, Hexokinasein-
hibitor 10 mM und Kalziumkanalblocker jeweils 0,4 mM.

14 d alte hairy roots wurden in diese Medien umgesetzt. Nach 1 und 4 d wurden die
Massezunahmen und Alkaloidgehalte der Wurzelkulturen sowie Kenndaten der Medien
(Osmolalitat, pH-Wert, Leitfahigkeit) ermittelt.

B1.21.4 Elicitor- und Phytohormonzusatz
MeJA und ABA wurden in 96 %igem Ethanol geldst und direkt zum Medium 14 d alter

hairy roots zugesetzt (Konzentration im Medium: 5 mM). Der Zusatz von 17,5 yl reinem
Ethanol wurde als Lésungsmittelkontrolle verwendet. Nach 1- und 2-tagiger Inkubation
wurden die Trockenmassen und die Alkaloidakkumulationen bestimmit.

Die Phytohormone IBA und BA (Konzentration im Medium: 1 yM) wurden wie die Koh-
lenhydrate Saccharose und Sorbitol (Konzentration im Medium: 88 mM) sterilisiert und zu
den B5-Medien ohne Kohlenhydratquelle zugesetzt. 14 d alte hairy roots wurden in diese
Medien umgesetzt. Nach 1 und 4 d wurden die Massezunahmen und Alkaloidgehalte er-

fasst.

B1.21.5 Pracursorzusatz

Den hairy roots, die auf B5-Medium oder 2 BS mit 5 % Saccharose wuchsen, wurde

am Tag 13 und 27 sterile, neutralisierte Tropinonldsung (Konzentration im Medium: 5 mM)
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zugefuhrt. Den Kontrollwurzeln wurde Natriumchlorid (Konzentration im Medium: 5 mM)
appliziert. Die Trockenmassen, Intermediat- und Alkaloidgehalte sowie TR-Gesamtenzym-

aktivitaten wurden nach 1 bzw. 3-tdgiger Inkubation ermittelt.

B 1.2.2 PMT-Wurzelkulturen

B1.2.2.1 Gewinnung und Kultivierung

Durch Abtrennen der Wurzel von jeweils einer sterilen Wildtyppflanze und kanamycin-
resistenten T2- Pflanze von Vektor, H11/2 und H11/3 wurden Wurzelkulturen angelegt. In
den ersten Passagen wurde dem Nahrmedium IBA (Konzentration im Medium: 1 uM) zu-
gesetzt, um die Etablierung der Wurzelkulturen zu erleichtern. Nach Stabilisierung der

Wurzeln war eine Kultivierung auf B5-Medium ohne Phytohormonzusatz maglich.

B 1.2.3 TR-Wurzelkulturen

B1.2.3.1 Regeneration und Kultivierung

An Blattern, die mit A. rhizogenes transformiert und auf M1-Medium kultiviert wurden,
zeigten sich durchschnittlich 1-2 Monate nach der Transformation Wurzelansatze. Nach
Abtrennung von den Blattern wurden die Wurzeln zunachst in B5-Medium mit Antibiotika-
zusatz kultiviert (20 mg/l Kanamycin und 250 mg/l Carbenicillin). Zur Abtotung der Agro-
bakterien wurden die Wurzelkulturen aller 2 d dber einen Zeitraum von 21 d abwechselnd
mit Carbenicillin (500 mg/l) und Ampicillin (350 mg/l) inkubiert. AnschlieRend wurden die
regenerierten Wurzelkulturen analog den hairy roots kultiviert (siehe B 1.2.1.1). Durch den
Zusatz von 20 bzw. 40 mg/l Kanamycin wurden die Kulturen auf ihre Antibiotikumresistenz

getestet.

M1-Medium:
MS-Medium
Vitamine des B5-Mediums
0,1 mg/l Naphthylessigsaure (NAA)
1,5 % (w/v) Agar
nach dem Autoklavieren: 50 oder 100 mg/l Kanamycin und 500 mg/l Carbenicillin (sterilfiltriert)

B 1.3 Bakterien
B 1.3.1 Escherichia coli

B1.3.1.1 Kultivierung und Transformation

Fir Transformationsexperimente wurden One Shot™ Competent Cells (,TOPO™ TA

Cloning® Kit*, Invitrogen) verwendet. Die transformierten Bakterien wurden auf verfestig-
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tem (15 g/l Agar) LB-Medium bei 37 °C unter Zusatz von 50 mg/l Kanamycin kultiviert. Die
Anzucht als Flussigkultur erfolgte in LB-Medium unter Schutteln (150 rpm). Die Transfor-
mation (Kalte-Hitze-Schock) wurde entsprechend dem Herstellerprotokoll des Kits , TO-
PO™ TA Cloning® Kit“(Invitrogen) durchgefihrt.

LB-Medium (Luria-Bretani-Medium):
1,0 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Natriumchlorid
0,5 % (w/v) Saccharose
pH 7,0
nach dem Autoklavieren: 50 mg/l Kanamycin (sterilfiltriert)

B 1.3.2 Agrobakterien

B 1.3.2.1 Stamme und Kultivierung

Fir die Transformation wurden A. tumefaciens Stamm LBA 4404 (Hoekema et al.
1983) und A. rhizogenes Stamm 15834 (White and Nester 1980) eingesetzt. Die Kultivie-
rung der transformierten Bakterien erfolgte in YEB-Medium (unter Schitteln bei 200 rpm)
bzw. auf verfestigtem YEB-Medium (15 g/l Agar) bei 26 °C unter Zusatz von 50 mg/l Ka-

namycin.

YEB-Medium (yeast-broth-Medium):
0,5 % (w/v) beef extract
0,1 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Pepton
0,5 % (w/v) Saccharose
2 mM Magnesiumsulfat
nach dem Autoklavieren: 50 mg/l Kanamycin (sterilfiltriert)

B 1.3.2.2 Herstellung kompetenter Zellen

Eine Bakterienkultur (50 ml) mit einer optischen Dichte ODgyy von 0,6 wurde flir 10 min
auf Eis inkubiert und zentrifugiert (3000 rpm, 4 °C, 10 min). Das Pellet wurde in 10 ml
TFB-Puffer aufgenommen, 10 min auf Eis inkubiert und zentrifugiert (3000 rpm, 4 °C,
5 min). AnschlieBend wurde das Pellet in TFB-Puffer (3 ml) mit Dimethylsulfoxid (DMSO,
140 pl) gelost, aliquotiert und unmittelbar in flissigem Stickstoff eingefroren. Die kompe-

tenten Bakterien wurden bei -80 °C gelagert (Dr. H. Maucher, IPB Halle).

TFB-Puffer:
10 mM 1,4-Piperazindiethansulfonsaure (PIPES)
15 mM Kalziumchlorid
Aqua dest.
pH auf 6,7 einstellen und danach
250 mM Magnesiumchlorid zugeben
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B 1.3.2.3 Transformation

200 pl kompetente Agrobakterienzellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 0,5-1 ug
Plasmid-DNA versetzt. Die Plasmide enthielten folgende cDNA-Fragmente:
- A. belladonna PMT1-cDNA (accession number. AB018570, kodierende Sequenz; K.
Suzuki, Naist Institute Nara)
- D. stramonium TRI-cDNA (accession number. L20473) oder TRII-cDNA (accession
number: L20474) (kodierende Sequenzen; K. Nakajima, Naist Institute Nara).
Die Mischung wurde fur jeweils 5 min auf Eis, in flussigem Stickstoff und bei 37 °C inku-
biert. Nach Zusatz von 1 ml YEB-Medium wurde fir 1-3 h bei 26 °C und 200 rpm geschit-
telt. 200 pl des Transformationansatzes wurden auf kanamycinhaltigem (50 mg/l), verfes-
tigten (15 g/l) YEB-Medium ausplattiert und fir 2 d bei 26 °C inkubiert (Ho6fgen und Will-
mitzer 1988).

B1.3.24 Pflanzentransformation

Von sterilen, durchschnittlich 2 Monate alten A. belladonna-Pflanzen (Japan-Wildtyp)
wurden vorsichtig Blatter abgetrennt, mit einem Skalpell eingeritzt, auf Petrischalen mit
MO-Medium ausgelegt, mit Parafilm® verschlossen und 16 h im Licht bei 23 °C inkubiert.
Zur Transformation wurden die Blatter flir dreimal 5 min in einer 50 ml Bakterienkultur
(rekombinante A. tumefaciens oder A. rhizogenes) mit einer optischen Dichte ODgg von
0,6 geschuittelt, trockengetupft und auf antibiotikahaltigem (50 mg/l Kanamycin, 500 mg/I
Carbenicillin) MO-Medium ausgelegt. Nach 24 h wurden die transformierten Blatter vier-
bis sechsmal fir jeweils 5 min in carbenicillinhaltigem (500 mg/l) B5-Medium gewaschen.
Bei starkem Bakterienbefall wurde diese Prozedur taglich dber einen Zeitraum von maxi-
mal 7 d durchgefuhrt. Nach 10 d wurden die A. rhizogenes-transformierten Blatter auf M1-
Medium (siehe Kapitel B 1.2.3.1) und die A. tumefaciens-transformierten Blatter auf M2-
Medium (siehe Kapitel B 1.1.3) ausgelegt.

MO0-Medium:
MS-Medium (Murashige und Skoog 1962)

Vitamine des B5-Mediums (Gamborg et al. 1968)
1,5 % (w/v) Agar

B 1.4 Klonierungsvektoren

Folgende Plasmidvektoren wurden eingesetzt:

Plasmidvektor | Antibiotikaresistenz | Verwendungszweck | Referenz

pCR®2.1 Amp', Kan' Standardklonierung Invitrogen

pBl121 Kan' Pflanzentransformation | Clontech

Tabelle B.1 Verwendete Plasmidvektoren
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B 1.5 Oligonukleotide

Die Oligonukleotidprimer synthetisierten die Firmen Pharmacia und MWG-Biotech:

Primer Sequenz (5°-3") Funktion
Kana1 ATG ATT GAA CAA GAT GGA TT Nachweis des nptli-Gens
Kana2 GTC AAG AAG GCG ATA GAA (Kan')

PMT-Start  |ATG GAA GTC ATA TCT ACC AA Nt-PMT-Fragment als
PMT-Stop TTA AGA CTC GAT CAT ACT TCT Sonde fiir Northern Blot Analyse
Pl-s-for GGA TCC ATG GAA GAA TCA A DTRI-sense-Fragment mit
Pl-s-rev GAG CTC TTA AAA CCC ACC BamHI- und Sacl-Schnittstellen
Pl-as-for GAG CTC ATG GAA GAATCA A DTRI-antisense-Fragment mit
Pl-as-rev GGA TCC TTA AAA CCC ACC BamHI- und Sacl-Schnittstellen
Pll-s-for GGA TCC ATG GCT GGA AG DTRIl-sense-Fragment mit
Pll-s-rev GAG CTC TTA AAA ACC ACA ATT AG  |BamHi- und Sacl-Schnittstellen
Pll-as-for GAG CTC ATG GCT GGA AG DTRIl-antisense-Fragment mit
Pll-as-rev GGA TCC TTA AAA ACC ACA ATT BamHI- und Sacl-Schnitstellen
PMT-as-for  |GAG CTC ATG GAA GTC ATATC PMT-antisense-Fragment mit
PMT-as-rev  |GGA TCC TTA AGA CTC GAT CAT BamHI- und Sacl-Schnittstellen
358-Start-for |[CTG CAG GTC CCC AGA

35S-Mitte-for |AAA CCT CCT CGG ATT CCA Nachweis des CaMV-35S-Promotors
35S-Ende-rev |GTG TTC TCT CCA AAT GAA ATG

TRI-I (for) ATG GAA GAATCAAAAGTG TCC

TRI-II (rev) TTA AAA CCC ACC ATT AGC TGT Nachweis des DTRI-Fragmentes
TRI-Mitte-rev  |TTC CTT ATG TAT CAC CAC CC

TRII-1 (for) ATG GCT GGA AGG TGG AAT

TRII-2 (rev)  |ACA ATT AGC CAT AAG TCC ACC Nachweis des DTRII-Fragmentes
TRII-Mitte-rev |TTT GAA CCC CTT ACT TCT CC

Tabelle B.2 Oligonukleotidprimer

Der Zusatz for (forward) kennzeichnet die 5-3'Richtung und rev (revers) die 3'-5 Rich-
tung des jeweiligen cDNA-Fragmentes.

B 1.6 Kits und Enzyme

Kits und Enzyme Herkunft
High Prime DNA Labeling Kit Roche
peqGold RNAPure™ Kit peqlab
QlAprep Spin Midiprep Kit Qiagen
QlAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIlAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QlAquick PCR Purification Kit Qiagen

Restriktionsendonukleasen NEB, Boehringer Mannheim

RNase A Boehringer Mannheim
T4 Ligase peqlab
Tag-Polymerase peglab

TOPO ™ TA Cloning Kit Invitrogen

Tabelle B.3 Verwendete Kits und Enzyme
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B 1.7 Puffer, Standardlosungen und Medien

Alle verwendeten und nicht extra aufgefihrten Puffer, Standardlésungen sowie Medien
wurden entsprechend den Vorschriften von Sambrook und Mitarbeitern hergestellt (Sam-
brook et al. 1989).

B 1.8 Chemikalien und Standards

Die verwendeten Chemikalien besallen einen analytischen Reinheitsgrad und wurden

hauptsachlich von den Firmen AppliChem, Merck, Roth und Sigma bezogen.

Chemikalien Herkunft

1 kbp DNA-Marker GIBCO BRL

100 bp DNA-Marker peqlab

Ampicillin Boehringer Mannheim
Carbenicillin Boehringer Mannheim
Kanamycin Boehringer Mannheim
dATP o-[*P] NEN

Hybond™ N+ (Membran) Amershan

Tabelle B.4 Chemikalien, die von anderen Firmen bezogen wurden

Verschiedene Calystegine wurden freundlicherweise von Prof. Asano (Kanazawa, Ja-
pan) als Referenzsubstanzen zur Verfiigung gestellt. 6-Hydroxyhyoscyamin, Pseudotro-
pin und Scopolamin wurden am Institut fir Pharmazeutische Biologie, MLU Halle-Witten-
berg synthetisiert (Prof. Dr. B. Drager, O. Stenzel, A. Wodak).

B 1.9 Gerate und Hilfsmittel

Die wichtigsten Gerate und Hilfsmittel sind in den entsprechenden Kapiteln bei ihrer

Anwendung aufgeflihrt.

B2 METHODEN

B 2.1 Analytische Methoden

B 2.1.1 Isolierung der Intermediate

Fur die qualitative und quantitative Bestimmung der Intermediate Tropinon, Tropin und
Pseudotropin wurde das Gewebe (Blatt, Wurzel) zweimal mit je 10 ml/g Frischmasse (FM)
einer Methanol-Wasser-Mischung (1:1) extrahiert. Die Uberstande wurden nach Zentrifu-
gation (4500 rpm, 4 °C, 10 min) vereinigt und im Vakuumrotationsverdampfer (Heidolph
VV 2000) bei 50 °C auf ein Volumen < 1 ml eingeengt. Mit destilliertem Wasser wurde das

Volumen auf 1 ml aufgefllt, 100 yl Ammoniaklésung (2 N) zugesetzt und auf eine Saule,
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die mit 1 g Extrelut (Merck) geflllt war, gegeben. Nach 15 min wurde zweimal mit je 4 ml
Chloroform und einmal mit 4 ml einer Chloroform-Methanol-Mischung (9:1) eluiert. Die
Eluate wurden vereinigt, unter Vakuum bei 30 °C bis zur Trockne eingedampft und in
destilliertem Ethylacetat (120 yl) aufgenommen. Diese Lésung konnte direkt mittels AMD-
TLC, GC und/oder GC-MS untersucht werden (Kapitel B 2.1.4, B 2.1.5 und B 2.1.6).
Inkubierte Enzymassaylosung (vgl. Kapitel B 2.2.1.2) wurde nach dem Zusatz von kon-
zentrierter Ammoniaklésung direkt auf eine Extrelutsdule aufgegeben und entsprechend

der oben beschriebenen Prozedur behandelt.

B 2.1.2 Isolierung der TRI-Alkaloide

Lyophilisiertes Gewebe wurde dreimal mit 1 ml/g FM einer Ethanol-Ammoniak (28 %ig)-
Mischung (19:1) mittels Ultra-Turrax extrahiert und zentrifugiert (4500 rpm, 4 °C, 10 min).
Die vereinigten alkoholischen Phasen wurden im Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C
bis zur Trockne eingedampft. Der Rickstand wurde in 2 ml Salzsaure (0,1 N) gel6ést und
filtriert. Von dem Filtrat wurde 1 ml mit 0,2 ml eines Na,CO3-NaHCO;-Puffer (1 M, pH 10)
alkalisiert. 1 ml dieser Losung wurde auf eine Extrelutsaule (vgl. B 2.1.1) appliziert. Nach
5 min wurden die TRI-Alkaloide Hyoscyamin, 6-Hydroxyhyoscyamin und Scopolamin mit
5 ml Chloroform eluiert. Unter Vakuum wurde der Chloroformextrakt bei 35 °C bis zur
Trockne eingedampft und in 120 pl destilliertem Ethylacetat aufgenommen (Prof. Hashi-
moto, Naist Institut Nara, Japan). Diese Losung konnte direkt mit AMD-TLC, GC und/oder
GC-MS analysiert werden.

B 2.1.3 Isolierung und Derivatisierung der TRII-Alkaloide

Zur Ermittlung der Calystegingehalte und -zusammensetzung wurde das Pflanzenge-
webe zweimal mit je 10 ml/g FM einer Methanol-Wasser-Mischung (1:1) homogenisiert
und extrahiert. Die Uberstdnde wurden nach Zentrifugation (4500 rpm, 4 °C, 10 min) ver-
einigt und unter Vakuum bei 50 °C auf ein Volumen von 1,5-2 ml eingedampft. Dieser
wassrige Extrakt wurde auf eine mit einem stark sauren Kationenaustauscher gefillten
Saule (lonenaustauscher | Merck, Saule: 100 mm lang, Durchmesser 10 mm, ca. 5 ml
Austauschergel) gegeben. Zunachst wurde die Saule mit destillietem Wasser bis zum
Erreichen des neutralen pH-Wertes gewaschen. Nachfolgend wurde mit einer Ammoniak-
I6sung (2 N) eluiert. Die Waschfraktionen wurden mit dem alkalischen Eluat vereinigt, im
Vakuumrotationsverdampfer bei 50 °C eingeengt und mit Wasser auf 1 mg/ml FM aufge-
fullt. Dieser Extrakt konnte direkt mit der AMD-TLC untersucht werden.

Fur die Quantifizierung mittels GC musste der Extrakt derivatisiert werden. Dazu wurde
ein Aliquot des Extraktes lyophilisiert und silyliert (Fleet et al. 1990). Zum Lyophilisat wur-
den 30 pl wasserfreies Pyridin, 40 pul Hexamethyldisiloxan (HMDS) und 10 ul Trimethyl-
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chlorsiloxan (TMCS) gegeben, mittels Ultraschall durchmischt (5 min) und fir 15 min bei
90 °C inkubiert. Abschlieend wurde zu der Probe 50 pl einer Azobenzollésung (1 mg/ml
Azobenzol in n-Hexan, innerer Standard bei GC-Messung) gegeben und mit n-Hexan auf

ein Gesamtprobenvolumen von 500 ul aufgefulit.

B 2.1.4 AMD-TLC

Scholl und Mitarbeiter hatten fir Untersuchungen von Probengemischen verschiedene
Methoden am AMD 2 System (Camag, Schweiz) entwickelt. Die Intermediate und TRI-
Alkaloide wurden mit derselben Methode aufgetrennt, fir die TRII-Alkaloide wurde ein
anderes Trennprogramm verwendet (Scholl et al. 2001a). Als stationdre Phase wurden
Kieselgelplatten (250 um Schichtdicke, 10 x 20 cm, Glas, Merck) eingesetzt. Der Proben-
auftrag erfolgte mit dem Linomat IV (Camag, Schweiz).

Die Intermediate und TRI-Alkaloide wurden mit Dragendorffs Reagenz variiert nach
Munier detektiert (Baerheim-Svendsen und Verpoorte 1983). Zur Detektion der TRII-
Alkaloide wurde die Kieselgelplatte zunachst fir 1 min in eine Silbernitratiésung (2 mg/ml
Aceton) und anschlieend fir 1 min in eine ethanolische Natronlauge (2 %ig) getaucht
(Drager 1995).

B 21.5GC

Die Identitat der Intermediate und Alkaloide wurde zum einen durch Vergleich der Re-
tentionszeiten mit denen entsprechender Referenzsubstanzen und zum anderen durch
das jeweils charakteristische PND/FID-Verhaltnis bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte
auf Grund einer héheren Basisliniengenauigkeit mit dem FID-Signal. Die Eichgeraden
sind in Kapitel G 1 dargestellt. Bei allen Messungen diente eine Azobenzolldsung als in-
nerer Standard (Endkonzentration 0,1 mg/ml). Die Intermediate und TRI-Alkaloide wurden
direkt, die TRIl-Alkaloide als Trimethylsilylderivate (TMS-Derivate) vermessen (Kapitel B
2.1.3). Zur Quantifizierung wurden durchschnittlich 3-5 unabhéangige Proben aufgearbei-
tet, die Konzentrationen bestimmt und ein Mittelwert berechnet. Dabei wurden Werte, die
mehr als +/- 30 % von dem Mittelwert abwichen, als Ausrei3er betrachtet und nicht mit in

die Berechnung einbezogen (Methode nach Nalimov, Kaiser und Gottschalk 1972).

GC-Ausstattung:

Bezeichnung: Gaschromatograph Hewlett Packard 6890
Detektoren: Flammenionisationsdetektor (FID)
(simultane Detektion) Phosphor-Stickstoff-Detektor (PND)
Vorsaule: 20 cm HP5-Saule
Saule: HP5

Parameter: 30 m x 320 ym x 0,25 ym

Stationare Phase: 95 % Methylsiloxan, 5 % Phenylsiloxan
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Mobile Phase:
Flussrate:
Injektionsvolumen:
Split:
Gepulste Injektion ohne Split:

Helium

1 ml/min

1l

120 kPa, 250 °C

200 kPa, 1,5 min, 250 °C

GC-Programm zur Intermediatbestimmunag:

Starttemperatur:
Temperaturgradient 1:
Plateau 1:
Temperaturgradient 2:
Temperaturgradient 3:

Injektion:

Retentionszeiten:
(durchschnittlich)

65 °C

7 °C/min bis 120 °C
2 min (120 °C)

15 °C/min bis 240 °C
10 °C/min bis 300 °C

ohne Split, gepulste Injektion

8,9 min Tropinon

9,1 min Tropin

9,6 min Pseudotropin
15,4 min Azobenzol

GC-Programm zur TRI-Alkaloidbestimmung:

Starttemperatur:
Temperaturgradient 1:
Plateau 1:
Temperaturgradient 2:
Plateau 2:
Temperaturgradient 3:

Injektion:

Retentionszeiten:
(durchschnittlich)

150 °C

10 °C/min bis 160 °C
3 min (160 °C)

10 °C/min bis 245 °C
5 min (245 °C)

10 °C/min bis 300 °C

Split (1:10)

6,6 min Azobenzol

10,8 und 11,7 min Apoatropin
13,2 min Hyoscyamin

14,6 min Scopolamin

15,7 min 6-Hydroxyhyoscyamin

GC-Programm zur TRII-Alkaloidbestimmung:

Starttemperatur:
Plateau 1:
Temperaturgradient 1:
Temperaturgradient 2:

Injektion:

Retentionszeiten:
(durchschnittlich)

160 °C

2 min (160 °C)

5 °C/min bis 240 °C
10 °C/min bis 300 °C

Split (1:20)

6,3 min Azobenzol
7,4 min Calystegin As
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7,8 min Calystegin A3
9,6 min Calystegin B4
10,1 min Calystegin B3
10,4 min Calystegin B
11,9 min Calystegin B>

B 2.1.6 GC-MS

Die Identitat der Intermediate und Tropanalkaloide wurde bei einigen Proben zusatzlich
durch Gaschromatographie mit massenspektrometrischer Detektion bestatigt. Die Mes-
sungen wurden mit den unter Kapitel A 2.1.5 aufgefiihrten Temperaturprogrammen durch-
gefiihrt. Die Injektionen erfolgten im Gegensatz zu den dort aufgefiihrten Angaben ohne

Split bei einem Druck von120 kPa und einer Temperatur von 250 °C.

GC-MS-Ausstattung:

Bezeichnung: Gaschromatograph Hewlett Packard 5890
Serie Il Plus

Detektor: HP 5972 Quadrupolmassenspektrometer
lonisierungsspannung 30-70 eV

Saule: HP5
Parameter: 30 m x 320 um x 0,25 ym
Stationare Phase: 95 % Methylsiloxan, 5 % Phenylsiloxan
Mobile Phase: Helium
Flussrate: 1 ml/min

Injektionsvolumen: 1 pl

B 2.2 Biochemische Methoden

B 2.2.1 TR-Bestimmung

B221.1 Extraktion und Prazipitation

Tief gekuhltes Pflanzengewebe wurde in flissigen Stickstoff getaucht und anschlielRend
mit 0,2 g/g FM einer Mischung aus Quarzsand und unl6slichem Polyvinylpyrrolidon (PVP)
(1:1) in einem Morser im Kuhlraum verrieben. Zu dem Pulver wurden 2 ml/g FM einer ge-
kuhlten Mischung aus Extraktionspuffer und Ascorbinsdurelésung (3:1) gegeben, 10 min
auf Eis inkubiert und zentrifugiert (11000 rpm, 4 °C, 15 min). Dem Uberstand wurde auf
Eis unter vorsichtigem Ruhren Ammoniumsulfat bis zur 40 %igen Sattigung zugesetzt
(0,243 g/ml) und zentrifugiert (11000 rpm, 4 °C, 30 min). Zum Uberstand wurde Ammoni-
umsulfat bis zur 80 %igen Sattigung (0,285 g/ml) gegeben. Nach dem Zentrifugieren
(11000 rpm, 4 °C, 30 min) wurde der Niederschlag in 2 ml gekihltem Messpuffer geldst
(Portsteffen 1994, Drager 1995).
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Extraktionspuffer: Ascorbinsaurelésung:
0,10 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,8 1 mg/ml Ascorbinsaure pH 7,65
0,25 M Saccharose (eingestellt mit Natriumhydroxid)

3 mM 1,4-Dithiothreitol (DTT)
1 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Messpuffer:
0,02 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0
0,25 M Saccharose
1mM DTT
25 % (viv) Glycerol

B221.2 Enzymassay

Die enzymatische Reduktion des Tropinons besitzt eine absolute Spezifitat fir das Co-
substrat NADPH (Koelen und Gross 1982, Drager et al. 1988). Die UV-photometrische
Erfassung des NADPH-Verbrauches bei 333 nm und 30 °C bildet das Messprinzip bei der
Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt der Tropinonreduktasen. Mit einem Zweistrahl-
photometer (UV-160A, Shimadzu) wurde die Probe Uber einen Zeitraum von 6 min ver-

messen. Die Messkuvette enthielt:

Proteinpraparation 100-400 pl
Kaliumphosphatpuffer pH 6,2 0,1 M
Tropinon 5,0 mM
NADPH 0,2 mM
Aqua dest. ad 1 ml

Um einen unspezifischen NADPH-Abbau auszuschlieBen, wurde gegen eine
Vergleichskivette, die bis auf Tropinon die gleiche Zusammensetzung wie die Messkuvet-
te besal, vermessen. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration (vgl. Kapitel B 2.2.1.3)
wurde die Enzymaktivitat in nkat/g Protein ermittelt. Die Aktivitatsberechnung basiert auf
der spezifischen Extinktion von NADPH bei 333 nm (¢ = 6,2 x 103).

Die ldentitdt der Reduktionsprodukte wurde durch einen Enzymassay mit einem

NADPH-regenerierenden System nachgewiesen. Der Ansatz:

Proteinpraparation 100-400 pl
Glucose-6-phosphat 1,0 mM
Glucose-6-phosphat-dehydrogenase 2,0U
NADP”* 0,5mM
Kaliumphosphatpuffer pH 6,2 01 M
Tropinon 1 mM
Aqua dest. ad 1 ml

wurde fir 1 h bei 30 °C inkubiert. Nachfolgend wurden 50 ul einer Ammoniaklésung (25
%ig) zugesetzt. Der Inkubationsansatz wurde analog der Intermediatisolierung

aufgearbeitet und vermessen (vgl. Kapitel B 2.1.1).
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B221.3 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration der Praparation wurde spektrometrisch nach Bradford be-
stimmt (Bradford 1976). Mit der Referenz Rinderserumalbumin (BSA) wurde eine Eichge-

rade im Bereich von 40-150 pg/ml erstellt.

B 2.2.2 GUS-Test

Das Pflanzenmaterial (Blatter oder Wurzeln der Vektorkontrolle pBI121) wurde durch
Einritzen mit einem Skalpell leicht verletzt und ohne Veranderung der Materialtransparenz
fur mindestens 4 bis maximal 12 h bei 37 °C in frisch hergestellter GUS-Losung inkubiert
(Jefferson et al. 1987).

GUS-Lésung:

1 mM 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-8-D-glucuronid (X-Gluc)
50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0

B 2.3 Molekularbiologische Methoden

B 2.3.1 DNA-Praparation

B 2.3.1.1 Genomische DNA

500 mg stickstoffgemorsertes Pflanzenmaterial wurde mit 1 ml DNA-Extraktionspuffer
homogenisiert und flir 10 min bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul Kaliumacetat
(3 M, pH 4,8) wurde die Suspension 10 min auf Eis inkubiert und zentrifugiert (14000 rpm,
4 °C, 10 min). Der wassrige Uberstand wurde mit 0,7 Volumen einer Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol-Mischung (25:24:1) versetzt und zentrifugiert (14000 rpm, 4 °C, 5 min).
Nach der Zugabe von 0,5 Volumen Isopropanol wurde erneut zentrifugiert (14000 rpm,
4 °C, 5 min). Das Prazipitat wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen, bei Raumtempera-
tur getrocknet und in 50 yl TE-Puffer geldst (Dr. S. Rosahl, IPB Halle).

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte spektrometrisch bei 260 nm (Gene Quant Il
Pharmacia Biotech). Uber das Verhaltnis Ao nm/A2s0 nm Wurde die Verunreinigung der

Probe mit Protein ermittelt.

DNA-Extraktionspuffer:
100 mM Tris(hydroxymethyl-)aminomethan-Salzsaure (Tris-HCI) pH 8,0
500 mM Natriumchlorid
50 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA) pH 8,0
1,5 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)
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B 2.3.1.2 Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Eine 2-5 ml Bakterientubernachtkultur (LB-Medium und Antibiotikum) wurde zur Prapa-
ration kleinerer Mengen und eine 50 ml Bakterienubernachtkultur zur Praparation grof3e-
rer Plasmidmengen bei 37 °C und 150 rpm angezogen. Die Aufarbeitung erfolgte entwe-
der nach dem Protokoll des Kits ,QIAprep Spin Miniprep Kit“ oder des Kits ,QlAprep Spin
Midiprep Kit* (Qiagen).

B 2.3.1.3 Plasmid-DNA aus Agrobakterien
Eine fur 2 d bei 26 °C in 10 ml YEB-Medium mit 50 mg/| Kanamycin inkubierte Agrobak-

terienkultur wurde nach dem Protokoll von Weber et al. 1998 aufgearbeitet. Die Isolation

erfolgte mit Hilfe des Kits ,QlAprep Spin Miniprep Kit* (Qiagen).

B 2.3.2 Agarosegelelektrophorese

B 2.3.2.1 Nichtdenaturierende Agarosegelelektrophorese

Nach dem Zusatz von 0,2 Volumen DNA-Probenpuffer zur DNA-L&sung wurde diese
auf ein nichtdenaturierendes Agarosegel aufgetragen. Es wurden je nach Gréle der zu

erwartenden Fragmente unterschiedliche GroRRenmarker eingesetzt (siehe Kapitel B 1.8).

B 2.3.2.2 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das entsprechende DNA-Fragment wurde mit einem Skalpell aus dem Agarosegel her-
ausgetrennt und entsprechend dem Protokoll des Kits ,QIlAquick Gel Extraction Kit* (Qia-

gen) eluiert.

B 2.3.3 Klonierung

B 2.3.3.1 Restriktion

Zur Konstruktion und Klonierung von Plasmiden wurden Restriktionsendonukleasen
verschiedener Firmen verwendet (siehe B 1.6). Die Standardmethoden wurden entspre-
chend der Protokolle von Sambrook und Mitarbeitern durchgeflhrt (Sambrook et al.
1989).

B 2.3.3.2 Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde die T4-Ligase nach Herstellerangaben ver-
wendet (peglab). PCR-Produkte wurden mit Hilfe des Kits ,TOPO™ TA Cloning® Kit* (In-

vitrogen) laut dem Herstellerprotokoll in den Vektor pCR® 2.1 kloniert.
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B 2.3.4 PCR

Die PCR (Polymerasekettenreaktion) wurde zur Amplifizierung verschiedener Nukleo-
tidsequenzen verwendet. Als DNA-Matrize wurden Plasmid-DNA, Bakterienklone sowie
genomische DNA eingesetzt. Die PCR wurde mit der Tag-Polymerase (peqlab) durchge-
fuhrt. Die GroRe des zu amplifizierenden Fragmentes bestimmte die jeweilige Zyklenan-
zahl und Dauer der einzelnen Schritte. Die Schmelztemperaturen der eingesetzten Oligo-
nukleotidprimer legten die Annealingtemperatur fest (G: Guanin, C: Cytosin):

Schmelztemperatur =69,3 °C + (0,41 x % GC-Gehalt) — 650 / Oligonukleotidlange

Annealingtemperatur = Schmelztemperatur — 2 °C.

Standard-PCR-Ansatz:

Matrize 1-3 ul oder 1 Bakterienkolonie
10xPCR-Puffer 5ul

dNTP’s (2,5 mM) 4 ul

Oligonukleotid 1 (50 pM) 1ul

Oligonukleotid 2 (50 pM) 1ul

Taqg-Polymerase 1U

Aqua dest. ad 50 pl

Standard-PCR-Temperaturprogramm:

Schritt 1 95 °C, 5 min

Schritt 2 (30 Zyklen) 95 °C, 1 min
Annealingtemperatur, 30 sec-1 min
72 °C, 1-2 min

Schritt 3 72 °C, 10 min

B 2.3.4.1 Plasmid-PCR

Die Plasmid-PCR kam bei der Klonierung und Herstellung der Hybridisierungssonde

zum Einsatz (Oligonukleotidprimer Kapitel B 1.5).

B 2.3.4.2 Kolonie-PCR

Zum Nachweis positiver rekombinanter Bakterienklone (Kolonien) wurde eine Kolonie-
PCR durchgefiihrt. Um den Zellaufschluss sicherzustellen, wurde der Ansatz (Kolonie in
Wasser) vor dem PCR-Experiment 10 min bei 95 °C inkubiert.

B 2.3.4.3 Selektions-PCR

Mittels PCR wurde die genomische DNA transgener Pflanzen und Wurzelkulturen auf
die Existenz des uidA-Gens (Kanamycinresistenz) und der jeweiligen cDNA in sense-

oder antisense-Orientierung geprtft (Oligonukleotidprimer Kapitel B 1.5).
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Selektions-PCR-Temperaturprogramm:

Schritt 1 85 °C, 2 min

Schritt 2 (40 Zyklen) 94 °C, 40 sec
Annealingtemperatur, 1 min
72 °C, 2 min

Schritt 3 72 °C, 5 min

B 2.3.5 Sequenzierung

DNA-Fragmente wurden mit dem A.L.F.-Sequenziergerat (Pharmacia) sequenziert und
analysiert (Dr. A. Peterson, Biozentrum der Universitat). Datenbankrecherchen und Se-
quenzvergleiche erfolgten mittels verschiedener Programme (BLAST), die unter anderem
vom National Centre for Biotechnological Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ange-

boten werden.

B 2.3.6 Dot Blot Analyse

B 2.3.6.1 Vorbereitung

Von einer Probe wurden verschiedene DNA-Mengen im Bereich von 0,5-5,0 ug auf eine
Membran aufgetragen (HybondT'VI N+, Amershan). AnschlieRend wurde die Membran je-
weils flr 5 min in Denaturierungslosung, Neutralisierungslésung und 20xSSC-Lésung in-

kubiert (Sambrook et al. 1989). Danach wurde die DNA durch UV-Bestrahlung kovalent

an die Membran gebunden (Stratalinker, Stratagene).

B 2.3.6.2 Radioaktive Sondenmarkierung

Zur Herstellung der CaMV 35S-Sonde wurden 25 ng des cDNA-Fragmentes (siehe Ka-
pitel B 2.3.4.1 und B 2.3.2.2) nach dem random prime-Verfahren mit 50 uCi a—[32P]-dATP
(,High Prime DNA Labeling Kit“, Roche) markiert. Nicht eingebaute Nukleotide wurden mit
Hilfe des Kits ,QlAgen PCR Purification Kit“ (Qiagen) von der Sondenldsung abgetrennt.

B 2.3.6.3 Radioaktive Hybridisierung

Die Hybridisierungsbedingungen entsprachen denen des Northern Blots (siehe Kapitel
B 2.3.9.3).

B 2.3.7 RNA-Praparation

Mit dem ,peqGOLD RNAPure™ Kit* (peglab) wurde aus verschiedenen Pflanzengewe-

ben entsprechend dem Herstellerprotokoll Gesamt-RNA isoliert. Die Konzentrationsbe-
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stimmung erfolgte spektrometrisch bei 260 nm (Gene Quant Il Pharmacia Biotech). Uber

das Verhaltnis Azso nm/A2s0 nm Wurde die Verunreinigung mit Protein ermittelt.

B 2.3.8 Agarosegelelektrophorese

B 2.3.8.1 Denaturierende Agarosegelelektrophorese

Zu 20 yg Gesamt-RNA wurden 2 Volumen RNA-Probenpuffer und 0,1 Volumen RNA-
Stoppuffer gegeben, 15 min bei 65 °C und nachfolgend 5 min auf Eis inkubiert. Nach dem
Zusatz von 2 ul Ethidiumbromidldsung (1 mg/ml) wurde die Probe auf ein 1,2 %iges, de-
naturierendes Agarosegel aufgetragen. Die RNA wurde in 1xMOPS-Puffer (Laufpuffer)
elektrophoretisch aufgetrennt (Sambrook et al. 1989).

B 2.3.9 Northern Blot Analyse

B 2.3.9.1 Transfer

Nach der Elektrophorese wurde das denaturierende Agarosegel kurz in Diethylamino-
ethylwasser (DEPC-Wasser) und fir 10 min in 20xSSC-Lésung inkubiert. Die RNA wurde
durch einen Kapillar-Blot auf eine positiv geladene Nylonmembran (HybondTM N+, A-
mershan) Uberfuhrt. Durch UV-Bestrahlung wurde die RNA kovalent an die Membran ge-

bunden (Stratalinker, Stratagene).

B 2.3.9.2 Radioaktive Sondenmarkierung

Zur Herstellung der PMT-Sonde (kodierende Sequenz; N. Hibi, Naist Institute Nara Ja-
pan, Hibi et al. 1994) wurden 25 ng des cDNA-Fragmentes (siehe Kapitel B 2.3.4.1 und B
2.3.2.2) nach dem random prime-Verfahren mit 50 pCi oc-[32P]-dATP (,High Prime DNA
Labeling Kit“, Roche) markiert. Nicht eingebaute Nukleotide wurden Uber eine Saule des
Kits ,QIAgen PCR Purification Kit* (Qiagen) aus der Sondenlésung entfernt. Analog wur-
den die SPDS-Sonde (300 bp groRes Fragment; O. Stenzel, MLU Halle-Wittenberg) und

die 18S rRNA-Sonde (aus Lycopersicon esculentum, Dobrowolski 1987) markiert.

B 2.3.9.3 Radioaktive Hybridisierung
Die RNA-haltige Membran wurde fir 4 h bei 42 °C in 20 ml Hybridisierungsldsung pra-

hybridisiert. Danach wurde die Membran in 10 ml Hybridisierungslésung mit der radioaktiv
markierten Sonde (siehe Kapitel B 2.3.9.2), die nach der Markierung 10 min bei 95 °C
denaturiert und auf einem Ethanol-Eis-Gemisch rasch abgekuhlt wurde, flr 16 h bei 42 °C

inkubiert. Nach Entfernung der Hybridisierungsldsung wurde die Membran in verschieden
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konzentrierten SSC-LAsungen (Sambrook et al. 1989) bei unterschiedlichen Temperatu-
ren inkubiert:

- 2xSSC und 0,1 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS), Raumtemperatur, 5 min

- 1xSSC und 0,1 % (w/v) SDS, 58 °C, 30 min

- 0,2xSSC und 0,1 % (w/v) SDS, 58 °C, 30 min

- 0,1xSSC und 0,1 % (w/v) SDS, 60 °C, 15 min.

Zum Nachweis der radioaktiv markierten Fragmente wurde die Membran zusammen mit
einem Rontgenfilm X-Oma t™ Blue XB-1 (Kodak, NEN) fur 24 bzw. 72 h inkubiert. Durch
eine 30-minutige Inkubation der Membran in kochender 0,1 %iger SDS-Ldsung wurde die
radioaktive Sonde vollstandig entfernt. Anschlielend wurde die Membran nacheinander
mit den anderen radioaktiv markierten Sonden (vgl. Kapitel B 2.3.9.2) rehybridisiert.
Hybridisierungslosung:

50 % (v/v) Formamid
5xSSC
5xDenhard
1 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)

10 % (w/v) Dextransulfat
50 pg/ml Heringssperma-DNA (hitzedenaturiert)
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C Ergebnisse

C1 TROPANALKALOIDE

Im Vordergrund der Experimente stand die Erfassung von Hyoscyamin als Vertreter der
TRI-Alkaloide und der Calystegine als Vertreter der TRII-Alkaloide. Die routinemafige
Analytik erfolgte mittels GC (vgl. Kapitel B 2.1.5).

Hyoscyamin war in jedem untersuchten Gewebe detektierbar und wurde in den Experi-
menten als TRI-Alkaloid bezeichnet. Scopolamin wurde dagegen nur in einigen Pflanzen-
geweben oder transgenen Wurzelkulturen nachgewiesen und gesondert gekennzeichnet.
Die gaschromatographische Detektionsgrenze fiir Hyoscyamin lag bei 3 ng/ul und flr
Scopolamin bei 5 ng/ul injizierter Loésung. Eine reproduzierbare Quantifizierung der TRI-
als auch der TRII-Alkaloide war ab 10 ng/ul Injektionslésung maoglich.

Der angegebene TRII-Alkaloidwert (TRII-Alkaloide) stellt die Summe aus dem Haupt-
calystegin A; sowie den Calysteginen As und B, dar (siehe Abbildung C.1). Das Verhaltnis
von Aj zu As war durchschnittlich 1:0,5, das von A; zu B, 1:0,3. Es konnten weiterhin die
Calystegine B4, B3 und B, identifiziert werden. Diese Werte lagen meist an der Nachweis-
grenze (1 ng/ul Injektionsldsung). Sie wurden registriert, aber quantitativ nicht bertck-
sichtigt. Das Vorkommen weiterer Calystegine, z.B. dihydroxylierter Calystegine kann

nicht ausgeschlossen werden.

HN on HN OHOH HN OHOH
HO HO HO

OH OH

Calystegin A, Calystegin A, Calystegin B,

Abbildung C.1 In verschiedenen Atropageweben reproduzierbar quantifizierte TRII-
Alkaloide

Innerhalb einiger Experimente wurden zusatzlich die Intermediate Tropinon, Tropin,
Pseudotropin sowie die Enzymaktivitdten von TRI und TRIl als Gesamtwert bestimmt. Im
Nahrmedium konnten zu keinem Zeitpunkt Intermediate oder Tropanalkaloide nachgewie-

sen werden (ohne Abbildung).
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C 2 BEEINFLUSSUNG DER REGULATION DURCH TRANSFORMATION

C 2.1 Regulationspunkt Putrescin-N-methyltransferase

Die PMT-Enzymaktivitat reguliert Gber die Bildung von N-Methylputrescin den metaboli-
schen Fluss zwischen dem Primarstoffwechsel der Polyamine und dem Sekundarstoff-
wechsel der Tropanalkaloide (Abbildung A.3). Mit den nachfolgenden Untersuchungen
sollte gepruft werden, ob durch Veranderung der PMT-Transkription die Tropanalkaloidbi-

osynthese modifiziert wird.

C 2.1.1 Pflanzen

c21.11 PMT-sense-Pflanzen

Zu Regulationsuntersuchungen der Tropanalkaloidbiosynthese wurden in der Arbeits-
gruppe von Prof. Hashimoto (Naist Institute Nara, Japan) PMT-lUberexprimierende A. bel-
ladonna-Pflanzen hergestellt (Hachiya 1997). Die Uberexpression erfolgte mit der PMT-
cDNA von N. tabacum (accession number: D28506, Hibi et al. 1994). Die Transgenitat
der T1-Generation wurde anhand von Northern Blot Analysen nachgewiesen. Ungeachtet
der erhéhten PMT-Transkript- und N-Methylputrescinmengen enthielten die transgenen
Linien ahnliche Mengen an TRI-Alkaloiden wie die Wildtyp- und die Vektorpflanzen (Sato
et al. 2001). Die Akkumulation der TRII-Alkaloide wurde nicht bestimmt. Die PMT-Enzym-
aktivitat wurde indirekt durch das ansonsten in Blattern nicht vorkommende N-Methyl-
putrescin nachgewiesen, eine direkte Bestimmung der Enzymaktivitat in Blatt oder Wurzel
erfolgte nicht.

Aus regulatorischer Sicht erschien eine Untersuchung des PMT-Transformations-
effektes auf die Gesamtalkaloidakkumulation einiger potenter (stark tUberexprimierender)
transgener Pflanzen in der nachsten, der T2-Generation sinnvoll. Fir diese Zwecke stand
Samen folgender A. belladonna-Pflanzen zur Verfugung:

- Wildtyp

- Vektor pGA482

- H11/2 (Tabak-PMT-cDNA Uberexprimierend)

- H11/3 (Tabak-PMT-cDNA Uberexprimierend).

In Northern Blot Analysen waren bei den transgenen H11/2 und H11/3-Pflanzenwurzeln
der T1-Generation starke, miteinander vergleichbare PMT-Transkriptmengen detektiert
worden (Hachiya 1997).
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C21.1.1.1 PMT-Transkription

Die PMT wird wie die meisten anderen Enzyme des Tropanstoffwechsels fast aus-
schliellich in der Pflanzenwurzel transkribiert (Suzuki et al. 1999a). Im Unterschied dazu
erfolgt die Transkription der Tabak-PMT durch die Regulation des konstitutiv wirkenden
CaMV 35S-Promotors in allen Pflanzengeweben. Demnach veranschaulichen Northern
Blot Analysen der Blatter den transgenen Status der jeweiligen T2-Generation. Abbildung
C.2 zeigt die PMT-Transkriptakkumulation, die in Blattern verschiedener Pflanzenlinien
reproduzierbar detektiert wurde (Vierfachbestimmung). In den Blattern von Wildtyp- und
Vektorpflanzen konnte kein Transkript nachgewiesen werden. Die transgenen H11-Linien
zeigten deutliche Unterschiede in der Starke der Transkriptionssignale. In Blattern der
H11/2-Pflanzen akkumulierten wesentlich geringere Transkriptmengen als in Blattern von
H11/3-Pflanzen. Dartber hinaus trat bei H11/2 haufig ein zusatzliches, spezifisches Sig-
nal etwas geringerer Grél3e und Intensitat auf (Dreifachbestimmung, ohne Abbildung), das
in verschiedenen Northern Blot Analysen, die mit unterschiedlicher RNA durchgeflihrt

wurden, bestatigt werden konnte.

WT VC H11/2 H11/3 Nt

(A)

(B)

Abbildung C.2 Tabak-PMT-Transkriptakkumulation in Bléttern

20 pg Gesamt-RNA wurde aus Blattern (Klimakammerkultivierung) isoliert: WT (Wildtyp),
VC (Vektor), H11/2 (transgene PMT-sense-Linie H11/2), H11/3 (transgene PMT-sense-
Linie H11/3), Nt (N. tabacum) als zusatzliche Negativkontrolle. Die Hybridisierung erfolgte
mit einem radioaktiv markierten 1128 bp gro3en Fragment der Tabak-PMT-cDNA (kodie-
rende Sequenz) (A). Fur die Kontrollhybridisierung wurde eine radioaktiv markierte 18S
rRNA-Sonde aus Lycopersicon esculentum verwendet (B).

Nach Detektion mit der Tabak-PMT-Sonde wurden die Signale vollstandig von der
Membran entfernt. Danach wurde diese Membran mit einem radioaktiv markierten 300 bp
grolien Spermidinsynthasefragment aus Solanum tuberosum hybridisiert (vgl. Kapitel B
2.3.9). Dies erfolgte zum Ausschluss von Kreuzhybridisierungen, da in Solanaceen eine
unmittelbare Verwandtschaft zwischen der ubigitar vorkommenden SPDS und der PMT
besteht (Hibi et. al. 1994, Hashimoto et al. 1998b). Im Gegensatz zur PMT-Hybridisierung
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wurde hier in allen Pflanzenlinien ein untereinander vergleichbares quantitatives Tran-
skriptionssignal detektiert (ohne Abbildung). Somit wurde eine spezifische Bindung beider
Sonden nachgewiesen. Abschlieend erfolgte eine Kontrollhybridisierung mit einer 18S
rRNA-Sonde.

Northern Blot Analysen der Pflanzenwurzeln geben Auskunft Gber Unterschiede in der
Transkriptionsstarke der PMT zwischen Transformanten und Wildtypwurzeln. Unter Ver-
wendung der gleichen Tabak-PMT-Sonde zeigten sich in einer ersten Untersuchung etwa
gleich schwache Transkriptionssignale der nativen PMT im Wildtyp und in Vektorpflanzen.
H11/3 wies die insgesamt hoéchste Transkriptakkumulation auf. Das H11/2-Signal lag in
seiner Starke zwischen den Signalen von Wildtyp und H11/3. Auch hier wurde das be-

schriebene 2. Signal schwach detektiert (ohne Abbildung).

C21.1.1.2 Tropanalkaloidakkumulation

Die T1-Generation der transgenen A. belladonna-Pflanzen wies im Vergleich zum Wild-
typ eine unveranderte Akkumulation an TRI-Alkaloiden auf (Sato et al. 2001). Durch Ge-
haltsbestimmung der TRI- als auch der TRII-Alkaloide sollte geklart werden, welchen Ein-
fluss die PMT-sense-Transformation auf die Bildung aller Alkaloide ausiibt und ob Unter-
schiede zu den ermittelten Alkaloidwerten der T1-Generation auftreten. Weiterhin sollte
gepruft werden, ob und in welchem Ausmaf} Kultivierungsbedingungen die Alkaloid-
akkumulationen der jeweiligen Pflanzenlinien beeinflussen. Dazu erfolgte eine Bestim-
mung der Gesamtalkaloide in verschiedenen Geweben von Wildtyp- und Pflanzen der T2-
Generation, die unter folgenden Bedingungen kultiviert wurden:

- 3 Monate steril, auf B5-Medium ohne Zucker

- 7 Monate steril, auf B5-Medium ohne Zucker

- 3 Monate in einer Klimakammer, auf Erde

- 7 Monate im Gewachshaus, auf Erde.

In Pflanzen, die 3 und 7 Monate unter sterilen Bedingungen gewachsen waren, konnten
mit einer Ausnahme nur in den Blattern reproduzierbare Mengen an Alkaloiden identifiziert
werden (Ausnahme: 3 Monate alte Pflanzen der H11/3-Linie, Tropanalkaloide wurden nur
in den Wurzeln detektiert). In der Tabelle C.1 sind die Alkaloidgehalte und -muster darge-
stellt. Bei den 3 Monate alten Pflanzen akkumulierte der Wildtyp die héchste Gesamtalka-
loidmenge mit einem nahezu ausgeglichenen Muster an TRI- und TRII-Alkaloiden. Die
transgenen Linien zeigten geringere Gesamtalkaloidgehalte mit einer deutlichen Tendenz
zur Akkumulation von TRI-Alkaloiden. Nach weiteren 4 Monaten wandelte sich das Bild
komplett. Der Alkaloidgehalt sank im Wildtyp um 27 %, in den H11-Linien stieg er dage-
gen um 74-183 %. In den Vektorpflanzen verzehnfachte er sich. Das Alkaloidmuster ver-

schob sich in allen transgenen Linien analog zum Wildtyp zugunsten der TRII-Alkaloide.
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Alter in Monaten |Pflanzenlinie|Gesamtalkaloide in pmol/g TM [TRI-/TRII-Alkaloide

WT 14,3 1:1,3

3 VC 2,2 1:0,0

H11/2 7,0 1:0,5

H11/3 7,0 1:0,0

WT 10,4 1:4,6

7 VC 27,0 1:24,8

H11/2 19,8 1:16,8

H11/3 12,3 1:13,4

Tabelle C.1 Gesamtalkaloidakkumulation unterschiedlicher, im Becherglas (auf B5-
Medium ohne Saccharose) kultivierter Pflanzen

Es wurden verschieden alte Pflanzen der Linien WT (Wildtyp), VC (Vektor), H11/2 (trans-
gene PMT-sense-Linie H11/2) sowie H11/3 (transgene PMT-sense-Linie H11/3) unter-
sucht. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Bestimmungen. Die
Standardabweichungen lagen zwischen 15 und 25 %.

Pflanzen, die in einer Klimakammer kultiviert wurden, offenbarten deutliche Mengenun-
terschiede der Gesamtalkaloide zwischen Wildtyp und Transformanten (Abbildung C.3).
Signifikante Anderungen der Alkaloidmuster waren dagegen nicht erkennbar. In Wachs-
tum und Aussehen der Einzelpflanzen konnten keine signifikanten Unterschiede festge-
stellt werden. Pro Gesamtpflanze berechnet, betrug die durchschnittliche Alkaloidakkumu-
lation in der Wildtyplinie 44 pmol/g TM, der Vektorlinie 22 umol/g TM, der H11/2-Linie 12
pmol/g TM und der H11/3-Linie 16 ymol/g TM. Die H11-Linien enthielten nur 27-36 % des
Wildtypalkaloidgehaltes. In allen untersuchten Pflanzen enthielten die oberen Blatter die
hochsten Alkaloidmengen, dicht gefolgt von den Mengen im Spross. In den Wurzeln wur-
den geringe und in den unteren Blattern mit Abstand die geringsten Alkaloidgehalte detek-
tiert. Pflanzen der Wildtyplinie akkumulierten in allen untersuchten Geweben die héchsten
Alkaloidmengen, wobei das Verhaltnis von TRI- zu TRII-Alkaloiden ausgeglichen war
(Ausnahme Wurzel). Dieses Muster fand sich Uberwiegend auch bei Pflanzen der H11/2-
Linie (1:0,9). Im Fall der Vektorpflanzen war das Verhaltnis schwach zugunsten der TRI-
Alkaloide (1:0,7), in dem der H11/3-Linie leicht zugunsten der TRII-Alkaloide verschoben
(1:1,3).

Von Wildtyp- und H11/2-Pflanzen wurden stichprobenartig weitere Daten zum Tro-
panstoffwechsel erfasst (ohne Abbildung, Bunschuch 2001). Die héchste Intermediatak-
kumulation (Tropinon, Tropin, Pseudotropin) und die maximalen Tropinonreduktaseaktivi-
taten wurden in den Pflanzenwurzeln beider Linien detektiert. Trotz vergleichbarer TR-
Enzymaktivitdten wurden in allen Geweben der Wildtyppflanzen 50 bis 100 % hdéhere In-
termediatmengen nachgewiesen. Diese lagen in den Wildtypwurzeln bei maximal 6 pmol

Tropin oder Pseudotropin pro g TM, die héchste Tropinonakkumulation betrug 1 umol/g
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TM (ohne Abbildung). Damit entsprach das Verhaltnis der ersten spezifischen Vorstufen

der Tropanalkaloide - Tropin zu Pseudotropin - dem der Endprodukte.
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Abbildung C.3 Alkaloidakkumulation verschiedener Gewebe unterschiedlicher A. bella-
donna-Pflanzen, 3 Monate alt

Kultivierung in einer Klimakammer (vgl. Kapitel B 1.1.2.2): WT (Wildtyp), VC (Vektor),
H11/2 (transgene PMT-sense-Linie H11/2) sowie H11/3 (transgene PMT-sense-Linie
H11/3). Die Gruppe ,obere Blatter” beinhaltet die obersten 5 Blatter einer Pflanze, die
Gruppe ,untere Blatter” die restlichen 5-7 Blatter. Der TRI-Alkaloidwert setzt sich aus Hy-
oscyamin und Scopolamin zusammen. Die Werte sind Mittelwerte aus 3-6 unabhangigen
Bestimmungen. Die Standardabweichungen lagen zwischen 15 und 30 %.

Pflanzen, die im Gewéachshaus kultiviert wurden, wiesen ein verandertes Alkaloidmuster
auf. Bei den 7 Monate alten Pflanzen wurde nur in den oberen Wildtypblattern und H11/2-
Wurzeln ein nahezu ausgeglichenes Verhaltnis von TRI- zu TRIl-Alkaloiden nachgewie-
sen (Abbildung C.4). In den anderen Geweben (untere Blatter, Wurzeln) und Linien hatte
es sich deutlich in Richtung der TRI-Alkaloide, insbesondere zum Hyoscyamin hin ver-
schoben. Der Wildtyp akkumulierte die hochste Gesamtalkaloidmenge (25,7 umol/g TM).
Die H11-Linien erreichten bei vergleichbarem Wachstum nur 57-61 % des Wildtypalka-
loidgehaltes (14,7-15,7 ymol/g TM). Geringe Scopolaminmengen wurden in den Blattern
aller Linien detektiert. Es ist vorstellbar, dass fir die Verschiebung des Alkaloidmusters
weniger das hohere Alter der Pflanzen als der Befall mit den Schadlingen Blattlaus (My-
zus persicae) und WeilRe Fliege (Trialeurodes vaporariorum Westwood) verantwortlich

war. Ein differenzierter Schadlingsbefall der Linien wurde nicht festgestellt.
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Abbildung C.4 Alkaloidakkumulation verschiedener Gewebe unterschiedlicher A. bella-
donna-Pflanzen, 7 Monate alt

Kultivierung im Gewachshaus (Kapitel B 1.1.2.3): WT (Wildtyp), H11/2 (transgene PMT-
sense-Linie H11/2) sowie H11/3 (transgene PMT-sense-Linie H11/3). Daten zu Vektor-
pflanzen und Sprossgeweben waren nicht verfigbar. Die Gruppe ,obere Blatter* beinhal-
tet die obersten 5 Blatter einer Pflanze, die Gruppe ,untere Blatter* die restlichen 7-10
Blatter. Der TRI-Alkaloidwert setzt sich aus Hyoscyamin und Scopolamin zusammen. Die
Werte sind Mittelwerte aus 3-5 unabhangigen Bestimmungen. Die Standardabweichungen
lagen zwischen 20 und 30 %.

cC211.2 PMT-antisense-Pflanzen

Haufig werden nach sense-Transformation mit einem Gen Pflanzen regeneriert, die an-
stelle einer Uberexpression eine Cosuppression dieses Gens aufweisen. Nach der PMT-
sense-Transformation zeigte jedoch keine einzige transgene Pflanzenlinie eine reduzierte
Transkriptakkumulation (personliche Mitteilung Prof. Hashimoto). Eine gezielte antisense-
Transformation war demnach notwendig, um Pflanzen mit einer verringerten PMT-
Transkription zu erhalten.

Die antisense-Transformation wurde unter Verwendung einer homologen PMT-cDNA
mittels A. tumefaciens durchgefuhrt (vgl. Kapitel B 1.3.2). Das verwendete Konstrukt ist in
Abbildung C.5 dargestellt.
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Abbildung C.5 Schematische Darstellung der A. belladonna-PMT-Konstruktion im biné-
ren Vektor pBl121

Die Abkirzungen stehen fur: RB: right border der T-DNA; LB: left border der T-DNA;
CaMV 35S Promotor: cauliflower mosaic virus 35S-Promotor; nos-Pro oder -Ter: Nopha-
linsynthase-Promotor oder -Terminator.

Die Transformation von 55 Blattern fihrte nach durchschnittlich 5 Monaten zur Regene-
ration von 64 sterilen Pflanzen (vgl. Kapitel B 1.1.3). 20 % dieser Pflanzen wiesen eine
Kanamycinsensitivitdt auf (Abbildung C.6). Von den kanamycinresistenten, potentiellen
Transformanten dieser TO-Generation wurden 6 Linien mit jeweils 1-16 Pflanzen selektiert
(vgl. Kapitel G 2.1.2). Phanotypische Veranderungen oder Wachstumseinschrankungen

waren nicht erkennbar.

Abbildung C.6 Atropa belladonna-Pflanzen nach antisense-Transformation mit homolo-
ger PMT-cDNA

Die Selektion erfolgte mittels 100 mg/l Kanamycin im B5-Medium ohne Zucker. Links sind
die typischen Symptome einer kanamycinsensitiven Pflanze zu sehen: ausgeblichene
Blatter und Absterben. Die rechte Pflanze ist kanamycinresistent.

Von stichprobenartig ausgewahlten Pflanzen wurde genomische DNA isoliert, die als
Matrize fur PCR-Experimente eingesetzt wurde. Die genetische Voraussetzung zur Ka-
namycinresistenz, die Existenz des nptll-Gens, konnte in allen untersuchten Pflanzen

bestatigt werden (ohne Abbildung). PCR-Experimente, die das Vorhandensein des PMT-
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Gens in antisense-Orientierung mittels vektor- und insertspezifischen Primern klaren soll-
ten, verliefen uneindeutig (ohne Abbildung). Weitere Untersuchungen stehen aus.

Parallel zu den PMT-antisense-Pflanzen konnten 2 Linien von Vektorkontrollpflanzen,
die mit dem Originalplasmid pBI121 (Jefferson et al. 1987) transformiert wurden, selektiert
werden. Bei 2 von bisher 4 untersuchten Vektorkontrollpflanzen konnte mit einem histo-
chemischen Test die Existenz des uidA-Gens, das fir eine R-Glukuronidase kodiert,

nachgewiesen werden (ohne Abbildung, vgl. Kapitel B 2.2.2)

C 2.1.2 Wurzelkulturen

Pfropfungsversuche in den 30er Jahren hatten eindrucksvoll gezeigt, dass die TRI-
Alkaloide in A. belladonna in intakten Pflanzenwurzeln gebildet werden (Mothes 1969).
Unter etablierten Zellkulturen von Suspensions-, Spross- und Wurzelkulturen waren vor-
wiegend nur die Wurzelkulturen zur Bildung von Tropanalkaloiden befahigt (Hashimoto et
al. 1983). Zudem wurden die meisten der derzeit bekannten tropanalkaloidbildenden En-
zyme aus Wurzelkulturen isoliert (Hashimoto et al. 1987 und 1992, Suzuki et al. 1999a).
Im Vergleich zum System Pflanze handelt es sich bei den Wurzelkulturen um ein isoliertes
Organsystem, in dem sich eine Veranderung der PMT-Transkription besonders deutlich in

der Tropanalkaloidakkumulation niederschlagen sollte (vgl. Kapitel A 3).

Cc21.21 PMT-sense-Wurzelkulturen

Diese Wurzelkulturen wurden nicht durch eigenstandige Transformation mittels A. rhi-
zogenes, sondern durch Abtrennen der Wurzel von einer sterilen Wildtyppflanze und je-
weils einer sterilen kanamycinresistenten T2-Pflanze der Vektorlinie, H11/2 und H11/3
angelegt. Fur alle transgenen Wurzelkulturen wurde eine maximale Kanamycinresistenz

von 50 mg/lI nachgewiesen (ohne Abbildung).

C21.21.1 PMT-Transkription

In Northern Blot Analysen zeigten erwartungsgemaf alle Wurzelkulturen bei Verwen-
dung der Tabak-PMT-Sonde ein Transkriptionssignal (Zweifachbestimmung, Abbildung
C.7). Bei den detektierten Transkripten von Wildtyp- und Vektorpflanzen handelte es sich
um die native A. belladonna-PMT, die mit 86 % eine hohe Sequenzhomologie zur Tabak-
PMT aufweist. Im Vergleich zu den H11-Linien zeichneten sich diese Signale durch eine
geringere GrofRe und Intensitat aus. Die GroRendifferenz resultiert zum einem aus unter-
schiedlich lang kodierenden PMT-Sequenzen (Start-Stop, 117 bp). Darlber hinaus besitzt
die Tabak-PMT im Gegensatz zur Atropa-PMT eine N-terminale Erweiterung von 132 bp.
Diese DNA-Sequenz weist eine tandem-repeat-Struktur auf (33 bp, viermal wiederholt).
Uber deren Funktion wird bisher nur spekuliert (Hibi et al. 1994, Suzuki et al. 1999a).
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Abbildung C.7 Transkriptakkumulation der Tabak- und Atropa-PMT in Wurzelkulturen

20 pg Gesamt-RNA wurde aus 14 d alten, auf B5-Medium kultivierten Wurzelkulturen iso-
liert: WT (Wildtyp), VC (Vektor), H11/2 (transgene PMT-sense-Linie H11/2), H11/3 (trans-
gene PMT-sense-Linie H11/3), Nt (Blatt N. tabacum, Negativkontrolle). Die Hybridisierung
erfolgte mit einem radioaktiv markierten 1128 bp gro3en Fragment der Tabak-PMT-cDNA
(kodierende Sequenz) (A). Fir die Kontrollhybridisierung wurde eine radioaktiv markierte
18S rRNA-Sonde verwendet (B).

Die Transkriptionssignale der H11-Linien waren qualitativ und quantitativ vergleichbar.
Damit ergaben sich Unterschiede in der PMT-Transkription zwischen Wurzelkulturen und
Pflanzen der transgenen H11-Linien (vgl. Abbildung C.2). Zum Ausschluss einer Kreuz-
hybridisierung wurde nach Entfernung der PMT-Sonde mit dem SPDS-Fragment hybridi-
siert (ohne Abbildung). In diesem Fall bestatigte sich das gleichmaRige Muster der Tran-
skriptionssignale, das bei der SPDS-Hybridisierung der Blatter detektiert wurde. Zur Si-
cherstellung, dass gleiche RNA-Mengen aufgetragen wurden, erfolgte eine Kontrollhybri-

disierung mit einer 18S rRNA-Sonde.

C 2.1.21.2 Tropanalkaloidakkumulation

Die Wurzelkulturen wurden auf Alkaloidakkumulation und -muster untersucht. Zusatz-
lich sollte geprift werden, ob die Nahrmediumzusammensetzung die Bildung der Tropan-
alkaloide beeinflusst. Die 4 verschiedenen Wurzelkulturlinien wurden fir diese Untersu-
chungen Uber einen Zeitraum von 28 Tagen auf folgenden Medien kultiviert:

- B5-Medium (3 % Saccharose)

- B5-Medium mit 1 uM IBA (Indol-3-buttersaure)

- ¥ B5-Medium mit 5 % Saccharose.

Im Wachstum zeigten die unterschiedlich kultivierten Wurzelkulturen des Wildtyps und

der H11-Linien keine Unterschiede (durchschnittlich 5 g FM). Die Vektorwurzeln wuchsen
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hingegen schlecht (durchschnittlich 2,5 g FM). Wurzelkulturen, die 28 d auf B5-Medium
gewachsen waren, wiesen vergleichbare Alkaloidgehalte und -muster auf (Abbildung C.8).
Bei den auxinkultivierten Wurzeln enthielten die Wildtyp- und Vektorlinie geringere Ge-
samtalkaloidmengen als die PMT-sense-Transformanten, die in den Medien mit und ohne
Auxinzusatz ahnliche Alkaloidgehalte akkumulierten. In den Wildtypwurzeln war die TRII-
Akkumulation um 38 % und in den Vektorwurzeln um 60 % gegeniber dem B5-Medium
ohne Auxinzusatz reduziert. Die TRI-Alkaloidakkumulation war beim Wildtyp nicht und bei
den Vektorwurzeln mit 10 % nur geringflgig beeintrachtigt. Das TRI-/TRII-Alkaloidver-
haltnis war bei den Wurzeln von Wildtyp und Vektor 1:2, bei den H11-Wurzelkulturen 1:4.
Der in verschiedenen Publikationen beschriebene negative Einfluss von Auxinen auf die

Tropanalkaloidbiosynthese wurde somit bestatigt (Hashimoto et al. 1985).
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Abbildung C.8 Alkaloidakkumulation unterschiedlicher Wurzelkulturen nach Kultivierung
auf verschiedenen B5-Medien

Die Wurzelkulturen waren zum Erntezeitpunkt 28 d alt: WT (Wildtyp), VC (Vektor), H11/2
(transgene PMT-sense-Linie H11/2) sowie H11/3 (transgene PMT-sense-Linie H11/3). Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Bestimmungen. Die Standard-
abweichungen sind als Fehlerbalken sichtbar.

Die Modifikation des Nahrmediums (72 B5-Medium mit 5 % Saccharose) flihrte in den
Wurzelkulturen von Wildtyp und Vektorlinie zu einer sichtbaren Erhéhung des Gesamtal-

kaloidgehaltes. Im Vergleich zur Alkaloidakkumulation auf dem unveranderten B5-Medium
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waren die H11-Linien auf diesem Medium nur zu einer geringfiigigen Steigerung der Ge-
samtalkaloidmenge fahig.

Ferner wurden Alkaloidbestimmungen der Wurzelkulturen auf allen 3 Medien im Alter
von 7, 14 und 21 d durchgefuhrt. Charakteristische Unterschiede im Verlauf der Gesamt-

alkaloidakkumulationen wurden nicht beobachtet (ohne Abbildung).

C 2.2 Regulationspunkt Tropinonreduktasen

Nach der Bildung von N-Methylputrescin stellt die Tropinonreduktion den nachsten
wichtigen, regulatorischen Verzweigungspunkt in dieser Alkaloidbiosynthese dar. Von den
2 Enzymen TRI und TRIl werden 2 verschiedene Reduktionsprodukte - Tropin und Pseu-
dotropin - gebildet. TRI- und TRIl-Transformanten sollten Informationen zur Verteilung der

Vorstufe Tropinon und Regulation der verschiedenen Alkaloide liefern.

C 2.2.1 Konstrukte
Der bindre Vektor pBl121 (Jefferson et al. 1987) wurde als Grundlage fur die Konstruk-

tion der spezifischen Plasmide verwendet (siehe Abbildung C.9). Das uidA-Gen wurde mit
den Restriktionsendonukleasen BamHI| und Sacl aus dem Vektor entfernt. An diese Stelle
wurde die jeweilige DTR-cDNA durch Ligation eingebracht. Die mittels PCR angeflgten

Schnittstellen legten die sense- oder antisense-Orientierung der cDNA im Vektor fest.
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A = DTRI-cDNA in 5’-3’ Orientierung
B = DTRI-cDNA in 3'-5" Orientierung

Abbildung C.9 Schematische Darstellung der D. stramonium TRI-Konstrukte: (A) sense-
Konstruktion, (B) antisense-Konstruktion im bindren Vektor pBl121

Die D. stramonium-TRII-Konstrukte wurden analog hergestellt. Die Abkurzungen bedeu-
ten: RB: right border der T-DNA; LB: left border der T-DNA; CaMV 35S- Promotor: cau-
liflower mosaic virus 35S-Promotor; nos-Pro oder -Ter = Nophalinsynthase-Promotor oder
-Terminator.

Mit den Konstrukten wurden kompetente Escherichia coli-Zellen transformiert. Durch
Restriktionsspaltung und Sequenzierung der Plasmid-DNA rekombinanter Bakterienklone
wurde die Orientierung des Gens im Vektor tberprift. Nach der Transformation von den
Agrobakterien wurde analog verfahren. Ferner wurde der Originalvektor pBI121 zur

Transformation eingesetzt. Diese Transformanten stellen die Vektorkontrollen dar.
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C 2.2.2 Pflanzen

Nach wiederholter, methodisch variierter Transformation mit den 4 verschiedenen DTR-
Plasmiden konnten nur 2 kanamycinresistente DTRII-sense-Pflanzenlinien mit 2 bzw. 6
Pflanzen regeneriert werden. Es wurden weder phanotypische Veranderungen noch Be-
eintrachtigungen des Pflanzenwachstums beobachtet. Die TRII-Transkription, Intermediat-

und Alkaloidakkumulation wurden bisher nicht untersucht.

C 2.2.3 Wurzelkulturen

Nach den A. rhizogenes-Transformationen konnten zahlreiche Wurzelkulturen regene-
riert werden (vgl. Kapitel B 1.2.3). 1-2 Monate nach der Transformation hatten sich an

einigen Stellen der inokulierten Blatter Wurzeln gebildet (Abbildung C.10).

Abbildung C.10 Wurzelbildung an einem mit DTRII-sense-Konstrukt transformierten Blatt

Zu den Transformationen wurden Blatter steriler A. belladonna-Pflanzen (Japan-Wildtyp)
verwendet. Das DTRII-sense-Konstrukt war mittels A. rhizogenes 15834 (White und Nes-
ter 1980) in das Blatt inokuliert worden.

Nach der Abtrennung von den Blattern wurden die Wurzeln unter Schutteln fur 1-2 Pas-
sagen in flissigem B5-Medium mit Kanamycinzusatz zur Selektion, Carbenicillinzusatz
zur Abtdtung der Agrobakterien, aber ohne Phytohormonzusatze kultiviert. Die regenerier-
ten Wurzelkulturen zeigten im Wesentlichen 2 charakteristische, in Abbildung C.11 darge-
stellte Wachstumsformen.

Die Namen kennzeichnen den Ursprung der Wurzelkulturen, d.h. Is-B-a bedeutet: trans-
formiert mit DTRI-sense-Konstrukt, Blatt B, Wurzel a. Die unterschiedliche Bezeichnung
der Wurzelkulturen mit Buchstaben und Ziffern beruht auf zeitlich verschiedenen Trans-

formationsexperimenten.
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Abbildung C.11 Charakteristisches Wachstum zweier DTRII-sense-Wurzelkulturen

Die linke Kultur zeichnet sich durch eine dinne, fasrige Wurzelstruktur, eine hellgelbe
Farbe und dem Hochwachsen an der Kolbenwand aus. Die rechte Kultur besitzt eine di-
cke, fleischige, durchscheinende Wurzelstruktur, zum Teil eine braunliche Farbe und
wachst knauelférmig. Beide Wurzelkulturen wachsen auf B5-Medium ohne Kanamycin-,
Carbenicillin- oder Phytohormonzusatz.

Von allen kanamycinresistenten regenerierten Wurzelkulturen (insgesamt 66 Stick)
wurde genomische DNA isoliert, die fur verschiedene PCR-Experimente als Matrize ver-
wendet wurde. Dadurch konnten erste Hinweise zur Existenz der heterologen TR-cDNA
und des nptll-Gens gewonnen werden. Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Kapi-
teln dargestellt. Zum Teil wurden erhaltene PCR-Produkte zur weiteren ldentitatsermitt-

lung einer Sequenzierung unterzogen (ohne Abbildung, Richter 2002).

C2231 Wildtyp- und Vektorkontrollwurzelkulturen

Nach Wurzelabtrennung von einer sterilen A. belladonna-Pflanze (Japan-Wildtyp) wur-
de diese Wildtypwurzelkultur als nicht transformierte Vergleichskultur angelegt (vgl. Ab-
schnitt C 2.1.2.1). Im Alter von 28 d besal® diese Wurzelkultur eine durchschnittliche
Frischmasse von 5-6 g.

Bei der A. rhizogenes-vermittelten Transformation von 25 Blattern mit dem Originalvek-
tor pBI121 wurden 5 unabhangige Vektorkontrollwurzelkulturen erzeugt. Die Existenz des
uidA-Gens konnte mit dem GUS-Test nur bei einer Wurzelkultur nachgewiesen werden
(ohne Abbildung). Starker Agrobakterienbefall vernichtete spater alle 5 Vektorkontrollen.
Eine Abgrenzung der allein durch den Transformationsprozess verursachten Anderungen
der Tropanalkaloidbiosynthese ist jedoch unbedingt erforderlich. Aus diesem Grund wurde
von kanamycinresistenten Vektorkontrollpflanzen, die nach A. tumefaciens-Transforma-
tion mit dem pBI121-Vektor regeneriert worden waren, wie oben beschrieben Wurzelkultu-

ren angelegt.
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C 2.2.3.2 TRI-sense-Wurzelkulturen

Von etwa 50 mit dem DTRI-sense-Konstrukt transformierten Blattern wurde wegen des
starken Agrobakterienbefalls wenig Blattmaterial mit Wurzelansatzen gewonnen. Nach
mehrfacher, regelmafliger Behandlung mit hohen Carbenicillinkonzentrationen war der
Bakterienbefall weitgehend eingegrenzt, so dass die Wurzelkulturen nachfolgend ohne
dieses Antibiotikum kultiviert werden konnten. Von 5 Blattern wurden insgesamt 20 ver-
schiedene Wurzelkulturen erhalten (siehe Kapitel G 2.2.1) Die Kulturen wuchsen zur Er-
mittlung der maximal vertraglichen Antibiotikumkonzentration auf 20-40 mg/l Kanamycin.
Kanamycinresistente Transformanten wuchsen unter diesem Zusatz langsamer als ohne
Zusatz, kanamycinsensitive Transformanten gar nicht. Bei 20 mg/l wiesen 9 Wurzelkultu-
ren, bei 40 mg/l nur noch 2 Wurzelkulturen ein akzeptables Wachstum auf. 28 d alte, auf
20 mg/l Kanamycin kultivierte Wurzeln zeigten Frischmassen zwischen 4,1-9,5 g. Ohne
diesen Antibiotikumzusatz erreichten die Wurzelkulturen innerhalb des gleichen Zeitrau-

mes Frischmassen von 8,9-15,8 g.

C 2.2.3.21 Transformationsnachweis und Transkription

Das Vorhandensein des nptll-Gens konnte unter Verwendung spezifischer Primer (vgl.
Kapitel B 1.5) nur in einer Wurzelkultur eindeutig bestatigt werden (Is-D-d). Ferner wurde
mittels Dot Blot Analysen bei mindestens 13 Transformanten die Existenz des CaMV 35S-
Promotors nachgewiesen (ohne Abbildung, Richter 2002). Zum Nachweis der heterologen
TRI wurden 3 verschiedene Primerkombinationen verwendet (Kapitel B 1.5). 2 Wurzelkul-
turen (Is-D-d und Is-1-1) lieferten in jedem dieser PCR-Experimente Produkte der richti-
gen GroRe. Sequenzierungen verschiedener PCR-Produkte bestatigten die Existenz der
DTRI in den Wurzelkulturen.

In Northern Blot Analysen zeigten 8 Transformanten sehr hohe DTRI-Transkriptmengen
und 7 eine sichtbare Transkriptakkumulation. Bei Wildtyp, Vektorkontrolle und 3 transge-
nen Wurzelkulturen wurde unter diesen Bedingungen keine Transkriptakkumulation nach-
gewiesen (Richter 2002).

C 2.2.3.2.2 Intermediate und Tropanalkaloide

Von 5 DTRI-sense-Wurzelkulturen wurden erste Intermediat- und Alkaloiddaten be-
stimmt. Nachfolgende Untersuchungen bestatigten hier dargestellte Ergebnisse (Richter
2002). Der Wildtyp und die Vektorkontrolle waren ohne, die Is-Transformanten unter Ka-
namycinzusatz 28 d auf B5-Medium gewachsen. Die ermittelten Akkumulationen der In-
termediate Tropin und Pseudotropin sind in Abbildung C.12 dargestellt. Die Tropinonge-
halte, die bei allen Wurzelkulturen im Bereich von 0,07-0,20 pymol/g TM lagen, wurden

wegen der geringen Grofde nicht in der Abbildung berlcksichtigt. Im Gegensatz zum Wild-
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typ und zur Vektorkontrolle wurden in den 5 Is-Transformanten deutlich héhere Tropin- als
Pseudotropinmengen nachgewiesen. Die Tropin/Pseudotropinverhaltnisse kdénnen der
Tabelle C.2 entnommen werden. Die Gesamtintermediatgehalte der Is-Wurzeln waren im
Vergleich zu dem des Wildtyps bis auf eine Ausnahme (Is-E-d) minimal um 90 und maxi-
mal um 417 % erhodht. Das Vorkommen weiterer Tropinprodukte, wie z.B. Tigloyl-ester,
wurde bisher nicht gepruft. Bei der Bildung der klassischen Tropanalkaloide ist die Ve-
resterung des Tropins der geschwindigkeitsbestimmende Schritt (Robins et al. 1991a).
Aus diesem Grund waren die Auswirkungen der DTRI-Uberexpression bei den Is-Wurzeln
in Form der gesteigerten Tropinakkumulation gut erkennbar. Die Unterschiede zwischen
Wildtyp, Vektorkontrolle und den Is-Transformanten wurden zudem auf Enzymebene bes-
tatigt. Wahrend 14 d alte Wildtyp- und Vektorkontrollwurzeln vergleichbare Gesamtaktivi-
taten aufwiesen (80 nkat/g Gesamtprotein), wurde beispielsweise bei der TR-Wurzel Is-B-
a eine 12fach und bei Is-1-3 eine 8fach hohere Gesamtaktivitat gemessen (ohne Abbil-
dung, Richter 2002).

Die Tropanalkaloidakkumulation der Is-Transformanten unterschied sich bezlglich
Menge und Muster deutlich von der des Wildtyps (Abbildung C.13 und Tabelle C.2). Die
Vektorkontrolldaten ordneten sich dazwischen ein. Bei den TRI-Alkaloiden wurde eine
getrennte Darstellung von Hyoscyamin und Scopolamin gewahlt, um den DTRI-sense-
Transformationseinfluss auf die einzelnen TRI-Alkaloide hervorzuheben. Dabei fallt ein
variables, nicht unmittelbar von der Héhe der Hyoscyaminakkumulation abhangiges Ver-
haltnis von Hyoscyamin zu Scopolamin auf. In den Is-Transformanten wurde neben die-
sen Alkaloiden erstmals 6-Hydroxyhyoscyamin reproduzierbar detektiert (vgl. Abbildung
A.3). Dieses TRI-Alkaloid, das in Mengen von 1-2 umol/g TM akkumulierte, wurde in
Abbildung C.13 nicht bericksichtigt.

Wurzelkultur | Tropin/Pseudotropin | TRI-/TRII-Alkaloide

WT 1:0,74 1:3,1

VC 1:0,63 11,5
Is-B-a 1:0,04 1:0,2
Is-D-d 1:0,12 1:0,9
Is-E-c 1:0,06 1:0,3
Is-E-d 1:0,07 1:0,7
Is-1-3 1:0,04 1:0,7

Tabelle C.2 Intermediat- und Alkaloidverhéltnisse von DTRI-sense-Wurzelkulturen, 28 d
alt

Die Namen kennzeichnen den Ursprung der Wurzelkulturen: Is-B-a - transformiert mit
DTRI-sense-Konstrukt, Blatt B, Wurzel a. Die dargestellten Verhaltnisse beziehen sich auf
die Werte der nachfolgenden Abbildungen C.12 und C.13.



C Ergebnisse 50

40

35 -

30 -

25 A

20

15

Intermediate in pmol/g TM

10 -

[]

WT vC Is-B-a Is-D-d Is-E-c Is-E-d Is-1-3

‘I]Tropin [0 Pseudotropin ‘

Abbildung C.12 Intermediatakkumulation von DTRI-sense-Wurzelkulturen, 28 d alt

120

100 -
2 80-
D
°
£
=
£ 60
o
T
S
£
Z 40

) ]

0 .
Is-B-a Is-D-d Is-E-c Is-E-d Is-1-3
‘IHyoscyamin @ Scopolamin lITRII-AIkanide‘

Abbildung C.13 Alkaloidakkumulation von DTRI-sense-Wurzelkulturen, 28 d alt

In der oberen als auch in der unteren Abbildung sind keine Standardabweichungen einge-
tragen, da diese (mittlerweile reproduzierte und statistisch abgesicherte) Werte einer Ein-
zelbestimmung reprasentieren.
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C 2233 TRI-antisense-Wurzelkulturen

Nach der DTRI-antisense-Transformation von insgesamt 75 Blattern bildeten 6 Blatter
21 Wurzelansatze. Davon konnten nur 10 Wurzelkulturen regeneriert werden (siehe Kapi-
tel G 2.2.2). Damit wurde bei dieser Transformation die insgesamt niedrigste Ausbeute an
transgenen Wurzelkulturen erzielt. Unter dem Zusatz von 20 mg/l Kanamycin im Medium
wuchsen 8, auf 40 mg/l noch 6 Wurzelkulturen. Die Frischmassen 28 d alter, auf der ge-
ringeren Kanamycinkonzentration gewachsener Wurzelkulturen schwankten recht stark
(1,9-10,4 g). Fur die nachfolgend dargestellten Untersuchungen wurden 5 Wurzelkulturen,

die 28 d auf kanamycinhaltigem B5-Medium kultiviert wurden, verwendet.

C 2.2.3.3.1 Transformationsnachweis

Die genetische Voraussetzung der Kanamycinresistenz konnte fur alle 5 untersuchten
las-Wurzelkulturen mittels PCR-Experimenten gezeigt werden. Die mit 2 verschiedenen
Primerkombinationen durchgefuhrten PCR-Experimente zum Nachweis der DTRI und

deren antisense-Orientierung erbrachten bisher keine eindeutigen Ergebnisse.

C 2.2.3.3.2 Intermediate und Tropanalkaloide

Bis auf eine Ausnahme (las-1-1) akkumulierten die kanamycinresistenten Wurzelkultu-
ren minimal 4 und maximal 57 % der Intermediatgehalte von Wildtyp und Vektorkontrolle
(siehe Tabelle C.3). Die Reduktion der Gesamtintermediatmenge spricht allerdings nicht
gegen eine spezifische Verringerung der TRI-Aktivitat, die eine Pseudotropinbildung be-

glnstigen sollte.

Wourzelkultur | Gesamtintermediatgehalt in pmol/g TM Tropin/Pseudotropin

WT 7,5 1:0,7

VC 7,6 1:0,6
las-B-c 2,2 1:1.1
las-B-d 0,3 1:0,5
las-1-1 10,6 1:1,4
las-1-3 3,7 1:1,0
las-3-a 43 1:0,9

Tabelle C.3 Gesamtintermediatakkumulation von DTRI-antisense-Wurzelkulturen, 28 d
alt

Die Namen kennzeichnen den Ursprung der Wurzelkulturen: las-3-a = transformiert mit
DTRI-antisense-Konstrukt, Blatt 3, Wurzel a. Die unterschiedliche Bezeichnung der Wur-
zelkulturen mit Buchstaben und Ziffern beruht auf zeitlich verschiedenen (3) Transformati-
onsansatzen. Die dargestellten Werte reprasentieren eine Einfachbestimmung und bedur-
fen zur Absicherung einer wiederholten Erfassung.
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Die las-Transformanten enthielten héhere Gesamtalkaloidmengen als der Wildtyp und
die Vektorkontrolle (Ausnahme las-3-a). Im Vergleich zu den anderen DTR-Transforma-
tionen akkumulierten diese Wurzelkulturen allerdings die geringsten Alkaloidgehalte (Aus-
nahme: las-B-c). Die las-Transformanten enthielten mehr TRII- als TRI-Alkaloide. Das
TRI-/TRII-Alkaloidverhaltnis des Wildtyps wurde von keiner transgenen Wurzelkultur er-
reicht. Eine transformationsbedingte unspezifische Reduktion beider TR kann nicht aus-

geschlossen werden. Enzymmessungen sollten dies klaren.

Wurzelkultur Gesamtalkaloidgehalt in pmol/g TM TRI-/TRII-Alkaloide

WT 37,6 1:31

VC 48,2 1:1,5
las-B-c 121,7 1:1,7
las-B-d 66,8 1:1,5
las-1-1 50,4 1:1,0
las-1-3 57,0 1:1.1
las-3-a 40,1 1:1,8

Tabelle C.4 Gesamtalkaloidakkumulation von DTRI-antisense-Wurzelkulturen, 28 d alt

Die dargestellten Werte resultieren aus einer Einfachbestimmung und bedirfen zur Absi-
cherung einer wiederholten Erfassung.

C 2234 TRIl-sense-Wurzelkulturen

Nach der Transformation von 50 Blattern mit dem DTRII-sense-Konstrukt bildeten sich
bei 13 Blattern 42 Wurzelansatze. Davon wurden 29 Wurzelkulturen regeneriert (siehe
Kapitel G 2.2.3). Von diesen demonstrierte ein Sechstel bei 20 mg/l und ein Drittel bei 40
mg/l Kanamycinsensitivitdt. Die Frischmassen 28 d alter, auf kanamycinhaltigem Medium
(20 mgl/l) kultivierter Wurzeln bewegten sich zwischen 3,8 und 11,1 g. Fir die nachfolgend
dargestellten Untersuchungen wurden 5 Wurzelkulturen, die 28 d auf kanamycinhaltigem

B5-Medium kultiviert wurden, verwendet.

C2.2.3.41 Transformationsnachweis

Bei allen lls-Wurzelkulturen wurde in PCR-Experimenten die Existenz des npt/l-Gens
bestatigt. Durch Verwendung 2 verschiedener vektor- und DTRII-cDNA-spezifischer Pri-
merkombinationen konnten bisher bei 4 von 5 Wurzelkulturen Produkte in der jeweils er-
warteten Gréle nachgewiesen werden. Sequenzierungen dieser PCR-Produkte stehen

noch aus.
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C 2.2.3.4.2 Intermediate und Tropanalkaloide

In jeder der 5 kanamycinresistenten Wurzelkulturen wurde ein niedrigerer Pseudotro-
pingehalt als im Wildtyp oder in der Vektorkontrolle nachgewiesen. Die Summe der Inter-
mediate erreichte minimal 17 und maximal 74 % des Wildtyps (siehe Tabelle C.5). Die
Intermediatgehalte der lls-Transformanten glichen denen der las-Transformanten (vgl.
Kapitel C 2.2.3.3.2).

3 lls-Transformanten akkumulierten 2-2,5fach héhere Gesamtalkaloidmengen als der
Wildtyp und die Vektorkontrolle. Eine Wurzelkultur enthielt nur 65 % der Wildtypalkaloid-
menge. Keine der lls-Wurzelkulturen zeigte eine klare Verschiebung des Alkaloidmusters
in Richtung der TRII-Alkaloide (siehe Tabelle C.6). Auch in diesem Punkt traten Parallelen
zu den las-Wurzeln auf. Diese Ergebnisse stehen nicht im Widerspruch zueinander, da

beide Transformationen die Pseudotropinbildung begtinstigen sollten.

Wurzelkultur | Gesamtintermediatgehalt in pmol/g TM | Tropin/Pseudotropin

WT 7,5 1:0,7

VC 7,6 1:0,6
lIs-B-c 5,6 1:0,1
lIs-G-a 3,0 1:0,5
lls-H-a 1,3 1:0,3
lls-J-a 2,1 1:0,5
lIs-J-b 4,6 1:.0,2

Tabelle C.5 Gesamtintermediatakkumulation von DTRII-sense-Wurzelkulturen, 28 d alt

Die Namen kennzeichnen den Ursprung der Wurzelkulturen: lls-4-c - transformiert mit
DTRII-sense-Konstrukt, Blatt 4, Wurzel c. Die unterschiedliche Bezeichnung der Wurzel-
kulturen mit Buchstaben und Ziffern beruht auf zeitlich verschiedenen (2) Transformati-
onsansatzen.

Wurzelkultur Gesamtalkaloidgehalt in pmol/g TM TRI-/TRII-Alkaloide

WT 37,6 1:31

VC 48,2 1:1,5
lIs-B-c 81,2 1:1,4
lIs-G-a 95,5 1:1,1
lls-H-a 95,4 1:1,7
lls-J-a 42,0 1:0,6
lIs-J-b 24,6 1:1,0

Tabelle C.6 Gesamtalkaloidakkumulation von DTRII-sense-Wurzelkulturen, 28 d alt

Bei den sowohl in der oberen als auch in der unteren Tabelle dargestellten Werten han-
delt es sich um Einfachbestimmungen, die eine vorlaufige Aussage zum Einfluss der
Transformation auf die jeweilige Akkumulation geben sollten. Die Daten bedUrfen zur Ab-
sicherung einer wiederholten Erfassung.
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C 3 BEEINFLUSSUNG DER REGULATION DURCH KULTIVIERUNG

C 3.1 Regulationsfaktor Nahrmedium

Pflanzen und Organkulturen reagieren bei einer Veranderung des Nahrmediums, ins-
besondere der Kohlenhydrat- und Mineralstoffkonzentration sowie bei Zusatz von Phyto-
hormonen oder Pracursoren haufig mit einer Wachstumskorrektur und Modifikation der

Sekundarstoffakkumulation.

C 3.1.1 Wurzelkulturen

In den nachfolgend dargestellten Experimenten wurde eine Wurzelkultur hairy roots, die
mittels Transformation von A. belladonna mit A. rhizogenes Stamm LBA 9402 erzeugt

wurde, verwendet (vgl. Kapitel B 1.2.1)

C31.11 Nahrmediumbestandteile

C 3.1.1.1.1 Mediumkonzentration

Die Erhdhung des Saccharoseangebotes flihrt bei vielen Kulturen zu einer Steigerung
der Sekundarstoffakkumulation, insbesondere der Alkaloide (Nussbaumer et al. 1998,
Schroder et al. 1999). Die Auswirkungen von erhohter Zuckerkonzentration und verringer-
tem Mineralstoffgehalt im B5-Medium auf Wachstum und Tropanalkaloidbiosynthese von
A. belladonna-Wurzelkulturen sollten ermittelt werden. Die hairy roots wuchsen Uber einen
Zeitraum von 27 d auf folgenden Medien:

- B5 (88 mM Saccharose)

- ¥ B5 (88 mM Saccharose)

- B5 mit 5 % Saccharose (146 mM)

- ¥2B5 mit5 % Saccharose.

Weiterhin wurden hairy roots auf 2 B5 mit 8 % Saccharose kultiviert. Diese Wurzelkul-
turen waren durch schlechtes Wachstum, stagnierende Alkaloidakkumulation und braun-
liche Verfarbung gekennzeichnet (ohne Abbildung). Dieses Mediums wies die 2fache
Osmolalitat des unveranderten B5-Mediums auf (siehe Kapitel B 1.2.1.2). Auf eine weiter-
gehende Datenerfassung dieser Wurzelkulturen wurde verzichtet.

Uber einen Zeitraum von 4 Wochen wurden aller 2 d die Massezunahmen und die Alka-
loidakkumulationen der auf den verschiedenen Medien kultivierten hairy roots bestimmt
(Ubersicht in Garske 1999). Die Intermediatakkumulationen und Tropinonreduktaseaktivi-
taten wurden aller 7 d ermittelt (Ubersicht in Bunschuch 2001).

Das Wachstum der auf den veranderten Medien kultivierten Wurzeln unterschied sich

kaum von denen der Kontrollen (ohne Abbildung). 5 anstelle 3 % Saccharose verursachte
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eine geringflgige Verringerung der Frischmassen, die Trockenmassen pro Kolben waren
gegenlber den Kontrollen leicht erhéht. Die zusatzliche Halbierung der Mineralkonzentra-
tion bewirkte eine im Vergleich zu den Kontrollen 40 %ige Reduktion der Frischmassen,
die Trockenmassen unterschieden sich nicht. Das unter 5 % Saccharose verringerte
Frisch-/Trockenmasseverhaltnis kam durch eine héhere Starkeeinlagerung gegeniber
den Kontrollen auf 3 % Saccharose zustande (Abbildung C.14). Die alleinige Halbierung
der Mineralkonzentration des B5-Mediums verursachte nur geringfiigige Veranderungen
der Frisch- und Trockenmassen als auch der Alkaloidakkumulationen (ohne Abbildung).

Auf Grund dessen wurden keine weiteren Daten zu diesen hairy roots erhoben.

Abbildung C.14 Stérkeeinlagerung bei unterschiedlich kultivierten hairy roots

Die dargestellten Querschnitte stammen von 27 d alten hairy roots (100fache VergroRie-
rung). Das linke Bild prasentiert die nach 10 min mittels Kaliumjodid angefarbte, eingela-
gerte Starke einer auf B5-Medium und das rechte Bild einer auf 2 B5, 5 % Saccharose
kultivierten Wurzel.

Bei Betrachtung der Intermediate der unterschiedlich kultivierten hairy roots wurden
keine signifikanten Unterschiede in Gehalt, Muster oder Verlauf festgestellt (ohne Abbil-
dung). Die durchschnittlich ermittelten Gehalte aller Wurzelkulturen bewegten sich wah-
rend der gesamten Kultivierungsperiode bei 18 umol Tropin /g TM, 3,5 umol Pseudotropin
pro g TM und 0,07 pmol Tropinon pro g TM.

Die Gesamtaktivitat der Tropinonreduktasen nahm mit zunehmendem Alter in allen Kul-
turen ab. 7 d alte Kontrollwurzeln zeigten mit 400 nkat/g Gesamtprotein die insgesamt
hochste Aktivitat. Nach 27 d hatte sich die TR-Enzymaktivitat aller Kulturen dem ermittel-
ten Mindestwert von 35 nkat/g Gesamtprotein angenéhert. Bei den auf /2 B5 5 % Saccha-
rose kultivierten hairy roots wurden zu jedem Analysezeitpunkt die geringsten Tropinonre-
duktaseaktivitaten detektiert (ohne Abbildung).

In Abbildung C.15 sind die Alkaloidakkumulationen ausgewahlter Kontrollwurzelkulturen
dargestellt. Die Erhéhung des Saccharosegehaltes auf 5 % fiihrte zu einer geringen Stei-
gerung der Akkumulation des TRI-Alkaloids und ab dem 11. d zu einer signifikanten Stei-
gerung der TRII-Alkaloidakkumulation (Abbildung C.16). Kulturen, die auf %2 B5 mit 5 %



C Ergebnisse 56

Saccharose gewachsen waren, zeigten eine noch deutlichere Induktion der TRIl-Alkaloide
(Abbildung C.17), insbesondere des Calystegins A; (ohne Abbildung). In Tabelle C.7 ist
die Alkaloidakkumulation gleich alter aber unterschiedlich kultivierter Wurzelkulturen zum

Vergleich dargestellt.
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Abbildung C.15 Alkaloidakkumulation unterschiedlich alter hairy roots auf B5-Medium

Bei dieser Abbildung wurden zur Veranschaulichung der wachstumsbedingten Akkumula-
tionsveranderungen alle quantifizierbaren Tropanalkaloide als Einzelwerte dargestellt. Die
Werte sind Mittelwerte aus 5 unabhangigen Bestimmungen. Die Standardabweichungen
sind als Fehlerbalken sichtbar. Die Trockenmassen sind in mg, als Zahl rechts neben der
jeweiligen Datengruppe angegeben.

Kultivierung Gesamtalkaloidgehalt in umol/g TM |TRI-/TRII-Alkaloide
B5 19,7 1:1
B5, 5% Saccharose 35,9 1:4
1/2 B5, 5% Saccharose 47,7 1:6

Tabelle C.7 Gesamtalkaloidakkumulation verschieden kultivierter hairy roots am 27. Tag

Der Wert Gesamtalkaloidgehalt wurde aus 3-5 unabhangigen Bestimmungen ermittelt und
bezieht sich auf die Abbildung C.15. Die rechte Spalte beschreibt das Verhaltnis der Alka-
loide.
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Abbildung C.16 Alkaloidakkumulation unterschiedlich alter hairy roots auf B5-Medium mit
5 % Saccharose
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Abbildung C.17 Alkaloidakkumulation unterschiedlich alter hairy roots auf 72 B5-Medium
mit 5 % Saccharose

Die dargestellten Werte der oberen und unteren Abbildung sind Mittelwerte aus 4-5 unab-
hangigen Bestimmungen. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichungen.
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C 3.1.1.1.2 Kohlenhydrate und Zuckersignal

Mit den nachfolgenden Experimenten sollte geklart werden, ob die Monomere Glucose
und/oder Fructose die wachstumsférdernden und spezifischen tropanalkaloidinduzieren-
den Wirkungen des Disaccharids Saccharose ersetzen kénnen. Gleichzeitig wurde durch
Verwendung von nachfolgend kurz in ihrer Wirkung beschriebenen Monosacchariden ge-
pruft, ob die Steigerung der Alkaloidgehalte durch eine Verbesserung der metabolischen
Situation oder durch eine Signalwirkung zustande kommt. Vitrac und Mitarbeiter wiesen in
Vitis vinifera-Suspensionskulturen eine zuckersignalinduzierte Steigerung der Anthocya-
nidinbildung sowie die Beteiligung des Enzyms Hexokinase und von Kalziumionen an
dieser Signaltransduktion nach (Vitrac et al. 2000).

- 3-O-Methylglucose: Transport in die Zellen, nicht metabolisierbar, nicht durch Hexo-

kinase phosphorylierbar

- Mannose: Transport in die Zellen, nicht metabolisierbar, durch Hexokinase

phosphorylierbar

- Sorbitol: Funktion als Osmotikum.

In allen Experimenten wurden 14 d alte, auf B5-Medium kultivierte hairy roots auf neues
B5-Medium mit der jeweiligen Kohlenhydratquelle umgesetzt (Konzentration im Medium:
100 mM). Nach 1 und 4 d wurden die Massezunahme und Alkaloidakkumulation der Wur-
zelkulturen bestimmt. Veranderungen der Tropanalkaloidakkumulation waren nach 4 d
starker als nach 1 d ausgepragt. Aus diesem Grund wurden nur die Ergebnisse der lange-
ren Kultivierung abgebildet und diskutiert.

Die auf Saccharose kultivierten Wurzeln (Kontrollen) wiesen das beste Wachstum und
mit einer Steigerung der Trockenmassen um 240 % die hochste Trockenmassezunahme
auf (siehe Abbildung C.18). Die Kultivierung auf den monosaccharidhaltigen Medien fihr-
te zu einem schlechteren Kulturenwachstum und einer geringeren Trockenmassezunah-
me. Die auf Glucose kultivierten Wurzelkulturen erreichten unter den monosaccharidkulti-
vierten hairy roots mit einer Trockenmasseerhohung um 180 % die maximale Zunahme.
Es folgten die Kombination Glucose/Fructose mit einer Trockenmassezunahme um 120 %
und Fructose mit 80 %. An letzter Stelle standen die Glucoseanaloga mit einer Steigerung
der Trockenmassen um 40 und 60 %.

In Analogie zum Wachstumsverhalten erreichte keine der monosaccharidkultivierten
hairy roots die auf Saccharose akkumulierten absoluten Alkaloidmengen (Tabelle C.8). In
allen Wurzelkulturen hatte sich das Alkaloidmuster in Richtung der TRII-Alkaloide ver-
schoben. Die glucosekultivierten Wurzeln wiesen das groRte (1:3) und die mannosekulti-

vierten hairy roots das kleinste absolute Alkaloidverhaltnis (1:14) auf.
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Abbildung C.18 Alkaloidakkumulation von hairy roots bei 4-tdgiger Kultivierung auf ver-

schiedenen Kohlenhydratquellen

Start kennzeichnet die Alkaloidsituation 14 d alter Kulturen zum Zeitpunkt des Umsatzes.
Die Kohlenhydratkonzentration war im B5-Medium 100 mM, bei der Mischung aus Gluco-
se und Fructose jeweils 50 mM. Die Werte sind Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Be-
stimmungen. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichungen. Die Trocken-
massen sind in mg und als Zahlen Uber dem TRI-Alkaloidwert angegeben.

Kohlenhydrat

Gesamtalkaloidgehalt in ymol

TRI-/TRII-Alkaloide

Start 0,27 1:1
Saccharose 2,33 1:5
Fructose + Glucose 1,50 1:9
Fructose 1,26 1:5
Glucose 1,77 1:3
3-O-Methylglucose 0,74 1:9
Mannose 1,66 1:14
Sorbitol 0,99 1:10

Tabelle C.8 Gesamtalkaloidakkumulation pro Kolben von hairy roots bei 4-tdgiger Kulti-
vierung auf verschiedenen Kohlenhydratquellen

Die dargestellten Werte beziehen sich auf die obere Abbildung C.18.
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Hairy roots, die auf der nicht metabolisierbaren aber phosphorylierbaren Mannose kulti-
viert wurden, akkumulierten bei schwachem Wachstum hohe Alkaloidmengen, die vorwie-
gend aus TRII-Alkaloiden bestanden. Diesen Ergebnissen zufolge scheint an der zucker-
induzierten Steigerung der TRII-Alkaloide eine hexokinasevermittelte Zuckersignalwirkung
beteiligt zu sein. Zur Bestatigung dieser Vermutung wurde nachfolgend - unter den glei-
chen Bedingungen wie im vorherigen Experiment - die Wirkung des Hexokinaseinhibitors

N-Acetylglucosamin auf die Alkaloidakkumulation bestimmt (Abbildung C.19).
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Abbildung C.19 Alkaloidakkumulation nach 4-tadgiger Kultivierung mit und ohne Zusatz
des Hexokinaseinhibitors N-Acetylglucosamin

Die Zucker wurden dem B5-Medium in einer Endkonzentration von 100 mM zugesetzt.
Das - bedeutet ohne Zusatz, das + einen Zusatz von N-Acetylglucosamin (10 mM End-
konzentration). Die Kontrollwerte (-) entsprechen denen aus Abbildung C.18. Die Werte
sind Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Bestimmungen. Die Fehlerbalken reprasentieren
die Standardabweichungen.

Kultivierung Gesamtalkaloidgehalt in pmol TRI-/TRII-Alkaloide
Inhibitor 0,52 1:8
Saccharose + 1,82 1:11
Mannose + 1,02 1:3

Tabelle C.9 Gesamtalkaloidakkumulation pro Kolben von hairy roots bei 4-tdgiger Kulti-
vierung unter Hexokinaseinhibitorzusatz

Die Gesamtalkaloidgehalte beziehen sich auf die obere Abbildung C.19. Die Wurzelkultu-
ren auf den Medien 3-O-Methylglucose und Sorbitol zeigten nach Inhibitorzusatz eine
Steigerung der Alkaloidgehalte und wurden deshalb nicht in dieser Tabelle berticksichtigt.
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Das Wachstum der Wurzelkulturen wies nach dem Zusatz von N-Acetylglucosamin zu
den verschiedenen Kohlenhydraten keine zusétzlichen Anderungen auf (siehe Abbildung
C.18).

Die simultane Verabreichung von Mannose und Hexokinaseinhibitor fuhrte in den Wur-
zeln zu einer 40 %igen Reduktion der absoluten TRII-Alkaloidmenge und zu einer Indukti-
on des absoluten TRI-Alkaloidgehaltes um 141 %. Dieser Effekt war 1 d nach Umsatz
noch starker ausgepragt (ohne Abbildung). In den saccharosekultivierten Kontrollen wur-
de nach Zusatz des Inhibitors eine Reduktion der absoluten TRI-Alkaloidmenge um 60 %
und des absoluten TRII-Alkaloidgehaltes um 15 % beobachtet. Im Gegensatz dazu verur-
sachte die N-Acetylglucosamingabe zu den hairy roots, die auf den nicht durch Hexokina-
se phosphorylierbaren Monosacchariden 3-O-Methylglucose, Sorbitol oder ohne Zucker
(Wert Inhibitor allein) kultiviert worden waren, eine Induktion der TRII-Alkaloidbiosynthese.
Wurzelkulturen ohne Medienerneuerung zeigten nach 4-tagiger Inhibitorinkubation eine
vergleichbare Reaktion (ohne Abbildung).

Die Beteiligung von Kalzium an der Tropanalkaloidinduktion wurde durch Zusatz eines
Kalziumkanalblockers gepruft (Tabelle G.14). Zu diesem Zweck wurde den Medien mit
Saccharose oder Sorbitol analog zu den vorherigen Experimenten Verapamilhydrochlorid
(Endkonzentration 0,4 mM) zugesetzt, was in allen Fallen zu einer Reduktion des Wachs-
tums fihrte. 4 d nach Verapamilzusatz war in den saccharosekultivierten Wurzeln die
TRII-Alkaloidmenge um 65 % reduziert, die Tropanalkaloidmenge blieb unverandert. In
den sorbitolkultivierten Wurzeln wurde unter diesen Bedingungen eine nahezu identische
Reduktion beider Alkaloidgruppen um 40 % nachgewiesen. Experimente mit einem weite-
ren Kalziumkanalblocker - Lanthannitrat 0,4 mM - fihrten zu vergleichbaren Ergebnissen
(ohne Abbildung).

C31.1.2 Nahrmediumzusatze

C 3.1.1.2.1 Elicitoren Methyljasmonat und Abscisinsaure

Mit dem nachfolgenden Experiment sollte gepruft werden, ob die Signalstoffe Methyl-
jasmonat (MeJA) oder Abscisinsdure (ABA) die Tropanalkaloidbiosynthese von A. bella-
donna-Wurzelkulturen beeinflussen. Den B5-Medien 14 d alter hairy roots wurde MeJA
bzw. ABA (Endkonzentration 5 uM) flr 1 und 2 d zugesetzt (Abbildung C.20).

Das Wachstum der Kulturen war vergleichbar, die Trockenmassen unterschieden sich
nur geringfugig. Die Applikation von Ethanol, MeJA oder ABA fuhrte nach beiden Tagen
zu einer Reduktion der absoluten Gesamtalkaloidgehalte (um 19, 52 oder 34 %). Wah-
rend das TRI-/TRII-Alkaloidverhaltnis der verschieden kultivierten Wurzelkulturen nach 1 d

nahezu dem der Kontrollen entsprach, hatte es sich in den Ethanol- und MeJA-Wurzeln
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nach 2 d in Richtung des TRI-Alkaloids verschoben (Tabelle C.10). Die Reduktion der
TRII-Alkaloide war im Besonderen durch die Abnahme des Hauptcalystegins A; gekenn-

zeichnet (ohne Abbildung).
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Abbildung C.20 Alkaloidakkumulation nach Zusatz von MeJA und ABA

MeJA und ABA wurden dem Medium in einer Endkonzentration von 5 uM zugesetzt. Die
gleiche Menge Ethanol (17,5 ul) wurde dem Medium als Ldsungsmittelkontrolle verab-
reicht. Die als Kontrolle bezeichneten Kulturen hatten keinen Zusatz erhalten. Die Werte
sind Mittelwerte aus 4-5 Bestimmungen, die Standardabweichungen wurden als Fehler-
balken angegeben.

Wurzelkulturen Gesamtalkaloidgehalt in ymol TRI-/TRII-Alkaloide
1 d Kontrolle 1,30 1:6
1 d Ethanol 1,05 1.7
1d MeJA 0,62 1.7
1dABA 0,86 1:6
2 d Kontrolle 2,01 1:6
2 d Ethanol 0,99 14
2 d MeJA 1,20 1:3
2d ABA 0,86 1:6

Tabelle C.10 Gesamtalkaloidakkumulation pro Kolben von hairy roots nach 1- und 2-
tagiger Kultivierung unter MeJA- oder ABA-Zusatz

Die Gesamtalkaloidgehalte beziehen sich auf die obere Abbildung C.20. Die rechte Spalte
spiegelt das Alkaloidverhaltnis wider.
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C 3.1.1.2.2 Phytohormone Auxin und Cytokinin

Um Aufschluss Uber die regulierende Wirkung der Phytohormone auf die Tropanalka-
loidbiosynthese mit und ohne Zuckereinfluss zu erhalten, wurde dem B5-Medium zum
einen Saccharose und zum anderen Sorbitol zugesetzt. 14 d alte hairy roots wurden fir
4 d unter folgenden Bedingungen kultiviert:

- ohne Phytohormon

- 1 uM IBA (Indol-3-buttersaure)

-1 uM BA (N°-Benzyladenin).

Sowohl die auxin- als auch die cytokininkultivierten Wurzelkulturen wiesen nach 4 d ein
vergleichbar gutes Wachstum auf. Gegenlber der Saccharosekontrolle steigerte die Gabe
von IBA die Trockenmasse der hairy roots um 44 %, die von BA um 38 %. Bei den Sorbi-
tolmedien wurden die Trockenmassen der Wurzelkulturen durch jedes der Phytohormone

im Vergleich zu den Kontrollen mindestens verdoppelt.
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Abbildung C.21 Alkaloidakkumulation nach 4-tdgiger Kultivierung unter Phytohormonzu-
satz

Die B5-Medien enthielten 88 mM Saccharose oder Sorbitol. Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Bestimmungen. Die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichungen. Beim Wert Saccharose ist die Standardabweichung auf Grund
ihrer Kleinheit nicht erkennbar. Die Trockenmassen wurden in mg und als Zahl Gber dem
TRI-Alkaloidwert der jeweiligen Kultur angegeben.
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Kultivierung Gesamtalkaloidgehalt in umol TRI-/TRII-Alkaloide
Saccharose 2,16 1:12
+ IBA 2,15 1:5
+ BA 2,84 1:5
Sorbitol 1,74 1:3
+ IBA 4,60 1:6
+ BA 4,07 1:6

Tabelle C.11 Gesamtalkaloidakkumulation pro Kolben von hairy roots bei 4-tdgiger Kulti-
vierung auf Saccharose oder Sorbitol unter Phytohormonzusatz

Die Gesamtalkaloidgehalte beziehen sich auf die Abbildung C.21. Die rechte Spalte gibt
das Alkaloidverhaltnis an.

In Analogie zum Wachstum Ubten IBA und BA auf die Tropanalkaloidbiosynthese der
hairy roots annahernd gleiche Wirkungen aus. Abbildung C.21 zeigt, dass die Art der Zu-
ckerkomponente Uber das Ausmaly der Phytohormonwirkung entschied. Wahrend die
Kombination Saccharose/Auxin zu einer Reduktion der Gesamtalkaloidakkumulation flhr-
te, verursachte die Kombination mit Sorbitol eine gesteigerte Gesamtalkaloidakkumulati-
on. Der absolute Alkaloidgehalt der saccharosekultivierten Wurzelkulturen wurde durch
den Zusatz von Auxin nicht und von Cytokinin um 31 % gesteigert (Tabelle C.11). Im Ge-
gensatz zur Saccharosekontrolle wiesen die phytohormonkultivierten Wurzelkulturen er-
hohte TRI- und erniedrigte TRII-Alkaloidmengen auf. In den sorbitolkultivierten Wurzelkul-
turen induzierte die Phytohormonapplikation die Gesamttropanalkaloidbiosynthese um
164 (IBA) bzw. 134 % (BA). Im Vergleich zur Sorbitolkontrolle und den Saccharose/Phyto-
hormonwurzeln wurde eine verringerte TRI- und eine gesteigerte TRII-Alkaloidakkumu-
lation beobachtet (Abbildung C.21).

In allen phytohormonkultivierten Wurzelkulturen wurde unabhangig von der verwende-

ten Zuckerkomponente ein dhnliches Alkaloidmuster identifiziert (Tabelle C.11).

C 3.1.1.2.3 Pracursor Tropinon

Durch die Erhéhung des Tropinonangebotes sollte geklart werden, wie diese Vorstufe
auf die beiden TR-Wege verteilt wird. Dazu wurde den hairy roots, die entweder auf B5-
Medium oder 72 B5 mit 5 % Saccharose wuchsen, am 13. und 27. Tag Tropinon appliziert
(Endkonzentration 5 mM, pH 7,0). Den Kontrollwurzeln wurde analog Natriumchlorid ver-
abreicht. Die Intermediate, Alkaloide sowie Tropinonreduktaseaktivitaten wurden nach 1
und 3 d Inkubation bestimmt (ohne Abbildung, Ubersicht in Bunschuch 2001). Die Wur-
zelkulturen hatten den Pracursor zu jedem Analysezeitpunkt aufgenommen und in den
Wurzeln angereichert (15-800fach). Das zusatzliche Tropinonangebot fihrte zu einer Er-

hoéhung der Tropin- (maximal 7fach) und Pseudotropinakkumulation (maximal 23fach).
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Diese erhohten Intermediatmengen beeinflussten weder die TRI- noch die TRII-
Alkaloidbildung. Die Gesamtalkaloidakkumulationen glichen denen der Kontrollen. Die
Tropinonapplikation verursachte nach 1 d eine Reduktion und nach 3 d eine komplette
Hemmung der Tropinonreduktaseaktivitaten. Bei den Kontrollwurzeln konnte keine Beein-

trachtigung der Tropinonreduktasen nachgewiesen werden.

C 3.2 Regulationsfaktor Umgebung

Die Umwelt, wie z.B. Licht, bt in den meisten Fallen einen wesentlichen Einfluss auf
die Entwicklung von intakten Pflanzen und Organkulturen aus. Da sich diese im Gegen-
satz zu anderen Lebewesen nicht durch einen Platzwechsel an ihre Umgebung anpassen
kdnnen, reagieren sie mit einem veranderten Verlauf ihrer Entwicklung und der Sekundar-

stoffproduktion.

C 3.2.1 Wurzelkulturen

C3.211 Belichtung

H. muticus-Wurzelkulturen zeigten nach Belichtung ein verlangsamtes Wachstum und
eine erhéhte Akkumulation von 6-Hydroxyhyoscyamin und Scopolamin (Sauerwein et al.
1992). Mit diesem Experiment sollten die Auswirkungen von Licht auf Wachstum und Tro-
panalkaloidakkumulation von A. belladonna-Wurzelkulturen ermittelt werden. Hairy roots
wurden Uber einen Zeitraum von 28 d auf BS-Medium mit und ohne Licht kultiviert.

Nach 14 d waren die lichtkultivierten Wurzelkulturen am besten gewachsen und hatten
die héheren Alkaloidgehalte akkumuliert (Abbildung C.22 und Tabelle C.12). Der absolute
Alkaloidgehalt stagnierte mit zunehmenden Alter. Die unter Lichtausschluss kultivierten
Wourzelkulturen wiesen nach 28 d die starkste Wachstumszunahme und die maximale
absolute Alkaloidakkumulation auf. Das Alkaloidmuster hatte sich unabhangig von den
Lichtverhaltnissen gleichermalen verandert. Die bevorzugte TRII-Alkaloidakkumulation
hatte mit zunehmendem Alter abgenommen.

Darlber hinaus waren bei den im Licht gewachsenen Kulturen zytologische Wurzelver-
anderungen erkennbar. Im Bereich der Cortex hatte sich ein griin gefarbter Zellring mit
grinen Plastiden, deren photosynthetische Aktivitat nicht nachgewiesen wurde, heraus-

gebildet (Abbildung C.23). Morphologische Veranderungen waren nicht erkennbar.
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Abbildung C.22 Alkaloidakkumulation von hairy roots, mit und ohne Licht kultiviert

Die Wurzeln wurden auf B5-Medium kultiviert. Bei den unter Licht kultivierten Wurzeln
handelte es sich um die 3. Generation der im Licht wachsenden hairy roots. Die darge-
stellten Werte sind Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Bestimmungen, die Standardabwei-
chungen sind als Fehlerbalken angegeben. Die Trockenmassen wurden in mg und als
Zahl Uber dem TRI-Alkaloidwert der jeweiligen Kultur angegeben.

Kultivierung Gesamtalkaloidgehalt in umol TRI-/TRII-Alkaloide
14 d ohne Licht 1,82 1:9
14 d Licht 4,32 1:9
28 d ohne Licht 11,23 1:3
28 d Licht 4,75 1:3

Tabelle C.12 Gesamtalkaloidakkumulation pro Kolben von hairy roots bei 14- und 28-
tagiger Kultivierung auf B5-Medium mit oder ohne Licht

Die Gesamtalkaloidgehalte beziehen sich auf die obere Abbildung C.22. Die rechte Spal-
te gibt das Verhaltnis der Tropanalkaloide an.
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Abbildung C.23 Wurzelquerschnitte von hairy roots, mit und ohne Licht kultiviert

Die dargestellten Querschnitte stammen von 28 d alten hairy roots (200fache Vergroi3e-
rung). Das linke Bild prasentiert eine Wurzel, die unter Lichtausschluss kultiviert wurde.
Das rechte Bild zeigt die durch Lichteinfluss verursachte zytologische Veranderung einer
Wurzel. Im gefarbten Cortexbereich (C) sind einzelne griine Plastide (Pl) erkennbar. Die
Ubrigen Buchstaben kennzeichnen Zellschichten des Zentralzylinders X: Xylem, P: Peri-
zykel, E: Endodermis.
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D Diskussion

D1 DIREKTE BEEINFLUSSUNG DER TROPANALKALOIDBIOSYNTHESE
DURCH TRANSFORMATION

Bei den mittels Blattstiicktransformation (leaf-disk) gewonnenen Transformanten wur-
den in Abhangigkeit vom verwendeten Konstrukt und Agrobakterienstamm unterschiedli-

che Transformationseffizienzen und Alkaloidakkumulationen ermittelt.

D 1.1 Agrobakterien und Vektoren

D 1.1.1 A. tumefaciens LBA 4404

Nach der Transformation mit Bakterien des zur Familie des Nopalintyps gehoérenden
Stammes LBA 4404 (Hoekema et al. 1983) konnten nur bei 3 von 6 eingesetzten Kon-
strukten (PMT-antisense, DTRII-sense und Vektorkontrolle) transgene Pflanzen regene-
riert werden. Es ist vorstellbar, dass eine Inkubation des vorbereiteten Blattmaterials mit
phenolischen Verbindungen wie z.B. a-Hydroxyacetosyringon oder Methylsyringat vor der
Transformation mit diesen Bakterien zu héheren Transformationsausbeuten gefiihrt hatte
(Mathews et al. 1990, Sunilkumar et al. 1999). Fur die genannten phenolischen Verbin-
dungen, die eine Anlockung von Agrobakterien bedingen kdnnen, konnten in Experimen-
ten mit A. belladonna-Wurzelkulturen vir-genexpressionsaktivierende und somit transfor-
mationseffizienzsteigernde Wirkungen nachgewiesen werden (Song et al. 1990 und
1991). Die direkte Transformation von A. belladonna-Blattern mit A. tumefaciens scheint
bei Betrachtung der erhaltenen Ergebnisse keine optimale Methode zu sein. Die geringe
Zahl an Publikationen zu vergleichbar gewonnen Transformanten unterstutzt diese Ver-
mutung. Die meisten der bisher beschriebenen transgenen A. belladonna-Pflanzen wur-
den nach Protoplasten- oder Sprosstransformation mit A. tumefaciens bzw. aus transfor-
mierten Wurzelkulturen (hairy roots) regeneriert (Aoki et al. 1997).

Untersuchungen von LBA 4404-transformierten Kontrollwurzelkulturen, die durch Wur-
zelabtrennung von pBIl121-Kontrollpflanzen angelegt worden waren, wiesen gegeniber
den Tropanalkaloidakkumulationen untransformierter Pflanzenwurzeln geringfligig gestei-
gerte Alkaloidgehalte und eine Musterverschiebung in Richtung der TRI-Alkaloide auf (vgl.
Abbildung C.13). Anders gestaltete sich das Bild bei der Transformation mit dem Vektor
pGA482, der im Gegensatz zum Vektor pBl121 und den sequenzspezifischen Konstruk-
ten keine exprimierbare Sequenz (Promotor - cDNA - Terminator) enthalt. Auf Grund des-
sen ist die Verwendung des Vektors pGA482 als Kontrolle nicht ganz korrekt, was bei der

Diskussion der jeweiligen Ergebnisse durch die Bezeichnung als Vektor und nicht als Vek-
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torkontrolle bericksichtigt wird. Yun und Mitarbeiter hatten unter diesen Bedingungen im
Vergleich zu Wildtyppflanzen eine maRige Reduktion der TRI-Alkaloide beobachtet (Yun
et al. 1992). Spater untersuchte analog transformierte T2-Vektorpflanzen enthielten nur
noch die Halfte der Gesamtalkaloidmengen der Wildtyppflanzen (Kapitel C 2.1.1.1.2). Das
Konstrukt hatte ohne biosynthesespezifische cDNA-Sequenz allein durch seine Beschaf-
fenheit die Alkaloidakkumulation, nicht jedoch das Alkaloidmuster der Transformanten
verandert. Die Lokalisation und Anzahl der integrierten cDNA-Kopien kdnnen zusatzliche
Veranderungen bewirken. Die zum Transfer verwendeten Bakterien vom A. tumefaciens-
Stamm LBA 4404 verursachten dagegen in keinem Fall eine sichtbare Modifikation der

Alkaloidgehalte oder -muster.

D 1.1.2 A. rhizogenes 15834

Von den urspriinglich 5 zur Transformation eingesetzten Konstrukten konnten in 4 Fal-
len zahlreiche transgene Wurzelkulturen regeneriert werden. Diese hohen Transformati-
onsausbeuten resultierten aus der hohen Virulenz dieses Bakterienstammes vom Agro-
pintyp (Oksman-Caldentey und Hiltunen 1996). In den transgenen Wurzelkulturen wurden
erwartungsgemaf hohe Tropanalkaloidkonzentrationen nachgewiesen. Die DTR-sense-
transformierten Wurzelkulturen akkumulierten Alkaloidmengen, die durchschnittlich zwei-
fach hoher als die Alkaloidgehalte ganzer Wildtyppflanzen lagen. Bereits 1986 wurde ge-
zeigt, dass hairy root cultures von A. belladonna Tropanalkaloide in Mengen akkumulie-
ren, die ansonsten nur von Pflanzen produziert werden (Kamada et al. 1986). Diese Er-
gebnisse konnten in zahlreichen nachfolgenden Untersuchungen reproduziert werden
(Saito et al. 1992, Aoki et al. 1997). Experimente mit verschieden erzeugten A. belladon-
na-Wurzelkulturen belegten, dass die Integration der rol A, B, C-Gene des Ri-Plasmids in
das pflanzliche Genom fiir die Auspragung des hairy root-Phanotyps, das gute Wachstum
und die hohe Akkumulation von Metaboliten und Sekundarstoffen verantwortlich ist (Bon-
homme et al. 2000). So konnte in den transgenen DTRI-sense-Wurzelkulturen das TRI-
Alkaloid 6-Hydroxyhyoscyamin quantifiziert werden, das in der Wildtypwurzelkultur zu
keinem Zeitpunkt detektierbar war. Diese rol-Gen-Wirkungen wurden auch bei anderen
Wurzelkulturen nachgewiesen, z.B. wurden sie als Ausloser fur die gesteigerte Nikotin-
produktion in Tabakwurzelkulturen identifiziert (Palazén et al. 1997). Die rol-Gene kodie-
ren fur Enzyme der Auxin- und Cytokininsynthese: dem rol A-Gen wird ein méglicher anti-
Auxineffekt zugesprochen, das rol B-Gen kodiert fir eine Indol-B-glykosidase und das rol
C-Gen flr eine Cytokinin-N-glykosidase (Michael und Spena 1995). Vermutungen, dass
die rol-Gene Alkaloidakkumulationen Uber eine Veranderung des Polyaminpools induzie-
ren, konnten nicht bestatigt werden (Altabella et al. 1995). Dariber hinaus testeten Jaziri

und Mitarbeiter, ob mit Hilfe von Doppeltransformationen eine weitere Erhéhung von Me-
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tabolit- und Tropanalkaloidakkumulationen erreicht werden kann (Jaziri et al. 1994). Stei-
gerungen gegenlber den Einfachtransformationen waren jedoch nicht nachweisbar. Als
Ursache wurde eine Begrenzung des Vorstufen- und Cofaktorenpools sowie eine limitierte
Aktivitatsinduktion verschiedener Biosyntheseenzyme diskutiert.

Ebenso wie die in verschiedenen Publikationen beschriebenen Vorteile, stellten sich die
aufgezeigten Schwierigkeiten bei der Entfernung der Agrobakterien wahrend der Etablie-
rung der Wurzelkulturen ein (Vanhala et al. 1995). Das starke Bakterienwachstum war flr
den vollstandigen Verlust der DTRII-antisense-Wurzelkulturen und nachfolgend der Vek-
torkontrollen verantwortlich. Aus diesem Grund ist eine Einschatzung des alleinigen Kon-
strukteinflusses (pBl121) auf die Alkaloidakkumulation und -muster unter diesen Trans-
formationsbedingungen nicht maglich.

Falls fur weitergehende Untersuchungen anstelle der DTR-Wurzelkulturen Pflanzen
bendtigt werden, bieten diese hairy root cultures optimale Voraussetzungen fir eine
Pflanzenregeneration (Jaziri et al. 1994, Aoki et al. 1997). Es bleibt jedoch zu prifen, ob
der Regenerationsprozess zu positiven oder negativen Veranderungen der Alkaloidakku-
mulation fuhrt. In der Literatur fanden sich zur Alkaloidbildung der aus hairy root cultures
regenerierten Pflanzen gegensatzliche Angaben (Jung and Tepfer 1987, Oksman-Calden-
tey et al. 1991).

D 1.2 Biosyntheseenzym PMT

D 1.2.1 PMT-sense-Pflanzen

Bei den PMT-Uberexprimierenden, phanotypisch unveranderten A. belladonna-Pflanzen
der T2-Generation wurde in Blattern ektopische PMT-Transkription nachgewiesen. In den
Wurzeln dieser Transformanten wurden hohere PMT-Transkriptakkumulationen als in den
Wildtyp- und Vektorpflanzenwurzeln detektiert (Kapitel C 2.1.1.1.1). Wahrend die T1-
Pflanzen H11/2 und H11/3 identische Transkriptionssignale gezeigt hatten (Hachiya
1997), akkumulierten T2-Pflanzen dieser Linien unterschiedliche Transkriptmengen. Die
Nachkommen der H11/2-Pflanze enthielten in Blatt und Wurzel deutlich weniger PMT-
Transkript als die der H11/3. Es wurde daraufhin vermutet, dass sich die beiden Linien in
der Anzahl und/oder Lokalisation der integrierten Tabak-PMT-cDNA-Kopien unterschei-
den. Southern Blot Analysen, die gegenwartig durchgeflhrt werden, kénnten bestehende
genetische Differenzen belegen.

Zur Zygotie der H11-Linien dieser Generation kdnnen keine gesicherten Aussagen ge-
troffen werden. In der T1-Generation wies die H11-Linie eine 75 %ige Kanamycinre-
sistenz auf, die T2-Generation zeigte eine 100 %ige Resistenz. Dies kann sowohl eine

Homozygotie als auch Heterozygotie beider Linien bedeuten (dominantes npt/l-Gen). Des
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weiteren kann eine Mehrfachinsertion in das Genom der Transformanten bisher nicht aus-
geschlossen werden.

Die Linien Wildtyp, Vektor, H11/2 und H11/3 wiesen in Abhangigkeit von Alter und Kul-
tivierung unterschiedliche Alkaloidakkumulationen und -muster auf (Kapitel C 2.1.1.1.2).
Unter sterilen Bedingungen steigerten die Transformanten mit zunehmendem Alter die
Alkaloidakkumulation, der Wildtyp fiel durch einen stagnierenden absoluten Alkaloidgehalt
auf. Die jingeren Pflanzen bildeten bevorzugt TRI-Alkaloide (Ausnahme Wildtyp), wah-
rend die alteren Pflanzen héhere TRII-Alkaloidmengen enthielten. Daten aus vergleichba-
ren Untersuchungen sind nicht bekannt. Nach der Klimakammerkultivierung wurden in
den Pflanzen der verschiedenen Linien bei gleichen Alkaloidmustern (nahezu 1:1) unter-
schiedliche Alkaloidgehalte ermittelt. Die gewachshauskultivierten, 7 Monate alten Pflan-
zen wiesen einen Schadlingsbefall auf. In allen Geweben und Linien wurde eine hohe
Hyoscyaminakkumulation nachgewiesen. Die Ergebnisse stehen mit Daten anderer Un-
tersuchungen im Einklang. In verschiedenen Solanaceen wurde durch mechanische Be-
schadigung und Befall mit FraRschadlingen eine signifikante Steigerung der Hyoscyami-
nakkumulation ausgel6st (Khan et al. 1990, Shonle und Bergelson 2000). Dies deutet auf
eine Verknupfung von TRI-Alkaloiden und Pflanzenabwehr hin. Ferner wurden bei den
befallenen Pflanzen des Wildtyps und der H11-Linien deutliche Unterschiede in TRII-
Alkaloidakkumulation und Gesamtalkaloidgehalt festgestellt.

Die Tabak-PMT-Uberexpression hatte in T1-Pflanzen von N. sylvestris die N-Methylput-
rescinmenge und Nikotinakkumulation im Vergleich zum Wildtyp signifikant erhdht (Sato
et al. 2001). In parallel hergestellten PMT-lberexprimierenden T1-Pflanzen von A. bella-
donna wurde zwar ein erhdhter N-Methylputrescingehalt, jedoch keine gesteigerte TRI-
Alkaloidakkumulation nachgewiesen. Untersuchungen der T2-Pflanzen konnten die Er-
gebnisse auf Alkaloidebene nicht bestatigen. Trotz unterschiedlicher, nur begrenzt mitein-
ander vergleichbarer Wachstumsbedingungen zeichneten sich bei Betrachtung der Ge-
samtalkaloidgehalte in jedem der 4 Experimente deutliche Differenzen zwischen Wildtyp
und Transformanten ab. Zum Uberwiegenden Teil - in 3 von 4 Untersuchungen - akkumu-
lierte der Wildtyp im direkten Vergleich mit den jeweiligen transgenen T2-Pflanzen héhere
und nur einmal geringere Gesamtalkaloidmengen (7 Monate alt, steril kultiviert). Es stellte
sich die Frage, warum der Biosynthesefluss in den T2-Linien reduziert war. Das Eintreten
einer Cosuppression als eine Form des posttranskriptionalen Gene silencing (PTGS) kann
auf Grund der nachgewiesenen PMT-Transkription ausgeschlossen werden (Vaucheret et
al. 1998). Verschiebungen des Translationsrasters (Leseraster), Effekte negativer Trans-
lationskontrollen z.B. durch Translationsrepressorproteine als auch posttranslationale Mo-
difikationen, die zu einer Behinderung der Tabak-PMT-Translation fihren kénnten, schei-

nen auf Grund der erfolgreichen Translation in den T1-Pflanzen und der Beeintrachtigung
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der normalen Alkaloidakkumulation nicht als Ursachen in Frage zu kommen. Mittels PMT-
Enzymaktivitdtsmessung oder Bestimmung des N-Methylputrescingehaltes in Blatt und
Wourzel sollte ein naheres Eingrenzen der alkaloidreduzierenden Ursache mdglich sein.
So ist im Fall nicht messbarer Enzymaktivitat und Akkumulation einer hohen N-Methyl-
putrescin- und Hygrinmenge eine Feedbackhemmung von ODC, ADC und PMT sowie
eine Inhibierung von MPO vorstellbar. Daten aus der Literatur, wo nach Zusatz von 2 mM
N-Methylputrescin zum Nahrmedium von D. stramonium-Wurzelkulturen eine 50 %ige
Reduktion von ADC- und PMT-Aktivitdt beobachtet worden war, stlitzen diese Vermutun-
gen (Robins et al. 1991a). Der hemmende Einfluss scheint auf die genannten Enzyme
begrenzt zu sein, da nachfolgende tropanalkaloidbildende Enzyme wie die TR keiner ne-
gativen Beeinflussung unterlagen (Bunschuch 2001). Eine toxische Wirkung hoher endo-
gener N-Methylputrescinkonzentrationen kann in Analogie zur Vorstufe Putrescin nicht
ausgeschlossen werden (Masgrau et al. 1997). Der Nachweis von hoher PMT-Gesamt-
enzymaktivitdt und minimaler N-Methylputrescinakkumulation kdénnte dagegen auf die
Synthese neuartiger Metabolite hinweisen. Dies wurde beispielsweise nach der Uberex-
pression der Tyrosindecarboxylase in Kartoffel beobachtet (Landtag et al. 2002).

Weiterhin wird der UbermaRige PMT-Putrescinverbrauch das Polyamingleichgewicht
erheblich beeintrachtigen. Das kann bei Unterschreitung einer bestimmten Konzentration
zu einer Gegensteuerung des Polyaminstoffwechsels z.B. auf Genexpressions- und/oder
Zellteilungsebene fuhren, da die Polyamine bedeutende Primarstoffwechselprodukte dar-
stellen, die in zahlreiche lebenswichtige Regulationen integriert sind (Bouchereau et al.
1999).

D 1.2.2 PMT-antisense-Pflanzen

Im Rahmen dieser Arbeit waren auf Grund der langen Regenerationsphase der trans-
genen PMT-antisense-Pflanzen nur erste, richtungsweisende molekularbiologische Unter-
suchungen mdglich (vgl. Kapitel C 2.1.1.2). Als nachstes sollten Northern Blot Analysen
der Pflanzenblatter und -wurzeln durchgefihrt werden, die quantitative Aussagen zur
Transkription der nativen und der antisense-PMT erlauben. Die Bestimmung der Akkumu-
lationen der Polyamine und Tropanalkaloide sollten Informationen zur Beeinflussung die-
ser Primar- und Sekundarstoffwechselprodukte liefern. Daten zur PMT-antisense-

Transformation anderer Solanaceen sind in der Literatur nicht verfigbar.
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D 1.2.3 PMT-sense-Wurzelkulturen

Transkriptuntersuchungen der von T2-Pflanzenwurzeln angelegten Wurzelkulturen er-
brachten den Nachweis der deutlich starkeren Gesamt-PMT-Transkription der H11-Linien
im Vergleich zur Wildtyp- und Vektorlinie, bei denen nur schwache Signale detektiert wur-
den (vgl. Abbildung C. 7). Im Gegensatz zu den verschiedenen Transkriptionssignalen der
H11-Linien in Pflanzen wiesen die Wurzelkulturen beider Linien miteinander vergleichbare
PMT-Transkriptakkumulationen auf. Als mdgliche Ursache werden unterschiedliche
Transkriptionskontrollmechanismen in den verschiedenen Systemen Pflanze und Wurzel-
kultur vermutet.

Trotz unterschiedlicher PMT-Transkription akkumulierten die angelegten Wurzelkulturen
des Wildtyps und der T2-Transformanten nach B5-Kultivierung vergleichbare Alkaloidge-
halte und -muster (vgl. Kapitel C 2.1.2.1.2). Ahnliche Ergebnisse wurden von PMT-iiber-
exprimierenden Duboisia-Wurzelkulturen erhalten (Moyano et al. 2002a). Die 2-4fache
Erhéhung des N-Methylputrescinpools fiihrte hier zu keiner signifikanten Erhéhung der
Tropan- oder Pyridinalkaloidmengen. In anderen Solanaceen-Wurzelkulturen wurde hin-
gegen durch diese Uberexpression eine Steigerung der Tropanalkaloidakkumulation er-
reicht (Moyano et al. 2002b).

In allen A. belladonna-Wurzelkulturen wurden hohe Alkaloidgehalte detektiert, die na-
hezu denen 3 Monate alter, klimakammerkultivierter Wildtyppflanzen entsprach. Im Ge-
gensatz zu den Pflanzen wurde kein ausgeglichenes TRI-/TRII-Alkaloidverhaltnis nach-
gewiesen, eine Bevorzugung des TRIl-Weges wurde ersichtlich. Dies entspricht alteren
Untersuchungen von A. belladonna-Wurzelkulturen (Drager 1995). Die B5-Modifikation
von Kohlenhydrat- und Mineralgehalt fuhrte in Wildtyp- und Vektorwurzeln zu einer deutli-
chen Steigerung der Gesamtalkaloidakkumulation. Die transgenen H11-Linien zeigten nur
leicht erhoéhte Alkaloidakkumulationen. Demnach war in den PMT-Transformanten die
Induktion der Tropanalkaloidbiosynthese durch Nahrmediummodifikation gegeniber den
Kontrollen eingeschrankt (vgl. Kapitel D 2.1). Bei der Kultivierung auf B5-Medium mit Au-
xinzusatz war die Auxinrepression in den transgenen Linien H11/2 und H11/3 durch die
PMT-Uberexpression weniger ausgepragt. Veranderungen der Tropanalkaloidbiosynthese
waren nicht nachweisbar. Im Gegensatz dazu reduzierte der Auxinzusatz durch Modifika-
tion der PMT-Transkription die Tropanalkaloidbiosynthese - insbesondere die der TRII-
Alkaloide - in Wildtyp- und Vektorwurzeln (siehe Kapitel D 2.3).
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D 1.3 Biosyntheseenzyme TRl und TRII

D 1.3.1 TRI-sense-Wurzelkulturen

Die TRI-Uberexpression fiihrte zu einer spezifischen Verschiebung des Intermediat-
und Alkaloidmusters in Richtung des TRI-Weges (vgl. Kapitel C 2.2.3.2). Bereits 1992
wurde mit der H6H-Uberexpression die Manipulierbarkeit der TRI-Alkaloidbildung in A.
belladonna demonstriert (Yun et al. 1992). Nachfolgende Transformationsexperimente
bestatigten dies fir eine weitere tropanalkaloidbildende Spezies (Jouhikainen et al. 1999).
Ferner wurde in TRI- und H6H-exprimierenden N. tabacum-Pflanzen nach Pracursorzu-
satz die Akkumulation des TRI-Produktes Tropin oder der TRI-Alkaloide 6-Hydroxyhyos-
cyamin und Scopolamin beobachtet (Rocha-Salavarrieta 2000).

In den TRI-Transformanten wurde die hohe Tropinakkumulation von einer geringen
Pseudotropinmenge begleitet. Es ist vorstellbar, dass neben der erhéhten TRI-Gesamt-
enzymaktivitdt auch die Lokalisation des DTRI-Enzyms durch eine bessere Tropinonver-
fugbarkeit zu der erhdhten Tropinbildung beigetragen hat (vgl. Kapitel D 1.4.1). Der sicht-
bare Anstieg des TRI-Produktes stiitzt die Aussagen von Robins und Mitarbeitern, dass
der metabolische Schritt nach der Tropinbildung der geschwindigkeitsbestimmende bei
der TRI-Alkaloidbildung ist (Robins et al. 1991a).

Die Uberexpression fiihrte zu einem Anstieg der Gesamtalkaloidakkumulation.

D 1.3.2 TRI-antisense- und TRIl-sense-Wurzelkulturen

Mit den 2 verschiedenen Transformationen sollte durch eine erhéhte Pseudotropinbil-
dung die TRII-Alkaloidakkumulation gesteigert werden. In den bisher (einmal) untersuch-
ten kanamycinresistenten las- und lls-Wurzelkulturen wurde jedoch weder eine Steige-
rung der Pseudotropin- noch der TRII-Alkaloidakkumulation festgestellt. Es ist moglich,
dass in den unterschiedlichen Transformanten gleiche Ursachen fir dieses Verhalten ver-
antwortlich sind. Die Umsetzung des Pseudotropins scheint innerhalb der TRII-Alkaloid-
biosynthese nicht der geschwindigkeitsbestimmende Schritt zu sein, da zu keinem Zeit-
punkt ein signifikanter Anstieg der Pseudotropinmengen sichtbar war. Demnach ist es
vorstellbar, dass anstelle des Pseudotropins ein bisher nicht identifizierter Metabolit in
nachweisbaren Mengen akkumuliert. Die Detektion und Identifizierung einer solchen Zwi-
schenstufe kénnte zur schrittweisen Aufklarung der TRII-Alkaloidbiosynthese beitragen.
Enzymmessungen der las- und der lls-Transformanten sollten zu unterschiedlichen Er-
gebnissen fuhren. Falls bei den verschiedenen Wurzeln vergleichbar niedrige Enzymakti-
vitaten gemessen werden, kdnnte dies ein Hinweis auf eine Feedbackhemmung sein. Es
kann momentan nur spekuliert werden, dass die Bildung von Pseudotropinestern (Drager

et al. 1992, Robins et al. 1994b) sowie anderer Metabolite in hohen Konzentrationen zu
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einer Hemmung verschiedener Enzyme fuhren konnte. Die Bestimmung von Pseudotro-
pinestern bedarf einer gesonderten (sauren) Aufarbeitung (Witte et. al. 1987). TRIl-Tran-
skriptionsstudien sollten Hinweise liefern, warum keine erhéhte Bildung von Pseudotropin
nachweisbar war.

Die TRI-antisense-Transformation von H. muticus (L. Zeef, John Innes Centre Norwich,
UK) flhrte zu weniger deutlichen Ergebnissen auf Intermediat- und Alkaloidebene. Die
mittels Northern Blot Analysen gepriften T1-Transformanten enthielten in Blatt und Wur-
zel geringere Tropinonkonzentrationen als der Wildtyp, die nahezu ausgeglichenen Tro-
pin- und Pseudotropinakkumulationen unterschieden sich nicht (Untersuchungen in Ko-
operation mit L. Zeef, nicht publiziert). Das Vorkommen von Estern wurde nicht geprift.
Die particle bombardment-vermittelte Transformation (Zeef et al. 2000) verursachte ana-
log zur Agrobakterien-vermittelten Transformation eine Erhéhung der Gesamtalkaloid-
mengen. Wider Erwarten war die Akkumulation beider TR-Alkaloidgruppen in den Trans-
formanten deutlich héher als im Wildtyp. Vergleichbare Transformationsexperimente, die
zu einer Erklarung dieser Ergebnisse beitragen kdnnten, sind bisher nicht bekannt. Es ist
vorstellbar, dass der Einsatz von RNAi-Konstrukten anstelle von antisense-Konstrukten zu

klareren Ergebnissen fihren kdénnte (Smith et al. 2000).

D 1.3.3 TR von A. belladonna

Von den 2 Atropa-Putrescin-N-methyltransferasen sind im Gegensatz zu den Tropinon-
reduktasen die Nukleotid- und Aminosauresequenzen vollstandig bekannt (Suzuki et al.
1999a). Die TR-Nukleotidsequenzen sind nur teilweise bekannt und nicht in der EMBL
(European Molecular Biology Laboratory)-Datenbank eingetragen. Erste Untersuchungen
wiesen auf die Existenz mehrerer TR-Gene hin (K. Nakajima, personliche Mitteilung). Das
Screenen genomischer DNA mit Datura-TR-Sonden fuhrte zur Identifizierung von 2 TRI-
Genen, 1 Pseudo-TRI-Gen (fehlende Exonteile) und 3 TRII-Genen. Durch spezielle PCR-
Experimente wurden 4 ahnliche TRI-Sequenzen und mehrere TRII-Sequenzen erhalten,
die eine hohe Homologie zu den Datura-TR-Sequenzen zeigten. Diese cDNA-Sequenzen
stimmten jedoch nicht mit den partiell sequenzierten Genen uberein (K. Nakajima, unver-
offentlicht). Die Tetraploidie von Atropa scheint fir das Vorkommen der TR-Genfamilien
mitverantwortlich zu sein. Des Weiteren koénnten die TR-Gene einen gemeinsamen Ur-
sprung haben, wobei das Gen flir das pseudotropinbildende Enzym das altere und weiter
verbreitete sein soll (Nakajima et al. 1993). Es wurde ferner postuliert, dass sich die
Chromosomenzahl diploider A. belladonna-Pflanzen im Laufe der Evolution verdoppelt
hat. Die Chromosomenzahl (n = 36) widerspricht Hypothese nicht (Suzuki et al. 1999b).

Die Atropa-TRIlI wurde erfolgreich gereinigt und charakterisiert. Bei der TRI war dies

wegen Stabilitatsproblemen bisher nicht mdglich (Drager und Schaal 1994).
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D 1.4 PMT und TR in der Tropanalkaloidbiosynthese

D 1.4.1 Expression und Lokalisation

Die klimakammerkultivierten A. belladonna-Pflanzen akkumulierten in den oberen Blat-
tern die hochsten Alkaloidmengen (vgl. Kapitel C 2.1.1.1.2). Das flihrte zu der Vermutung,
dass insbesondere die TRII-Alkaloide, die ebenso hoch konzentriert in oberirdischen
Pflanzengeweben anderer Familien wie z.B. in Convolvulaceen vorkommen, auf Grund
ihrer Eigenschaft als Glykosidasehemmestoffe junge Gewebe gegen Fralfeinde schiitzen
(Drager 1995, Scholl et al. 2001b). Im Spross wurden die zweithdchsten und in der Wur-
zel jeweils die zweitniedrigsten Alkaloidgehalte detektiert. Die Ergebnisse kommen durch
den xylemsaftvermittelten Transport der Alkaloide von den Wurzeln als Biosyntheseort der
Tropanalkaloide in oberirdische Gewebe zustande (Luckner 1990, De Luca und St Pierre
2000).

Mittels GUS-Reporter-Analysen bzw. immunohistochemischen Lokalisationsstudien
wurde eine unterschiedliche zellspezifische Verteilung einiger tropanalkaloidbildender
Enzyme innerhalb der Wurzel nachgewiesen (Abbildung D.1). Untersuchungen verschie-
dener Solanaceen offenbarten dariber hinaus, dass gleiche Biosyntheseenzyme pflan-
zenspezifisch unterschiedlich lokalisiert sein kénnen. In A. belladonna wurde die PMT als
frihes Enzym und die HE6H als spates Enzym der Tropanalkaloidbiosynthese nur im Peri-
zykel nachgewiesen (Suzuki et al. 1999a und 1999b). Dies beglinstigt den Transport der
gebildeten Tropanalkaloide in oberirdische Gewebe (Hashimoto et al. 1991). Die Nicotia-
na sylvestris-PMT als frihes Enzym der Nikotinbiosynthese wurde hingegen im Xylem,
der Endodermis und in aufieren Rindenschichten identifiziert (Shoji 2001). Die H. niger-
TR’s sind in verschiedenen Zellschichten lokalisiert (Nakajima und Hashimoto 1999).

Auf Grund der Lokalisationsunterschiede wurde vermutet, dass wahrend der Tropanal-
kaloidbiosynthese ein Intermediattransport zwischen den verschiedenen Zellschichten
stattfindet (Nakajima und Hashimoto 1999). Ein interzellularer Intermediattransport wurde
auf Grund ahnlicher Bedingungen ebenso fur die Indolalkaloidbiosynthese vorgeschlagen
(St Pierre et al. 1999). Ferner kann spekuliert werden, dass das TRII-Enzym wegen seiner
unmittelbaren Nahe zur PMT einen Substratvorteil hat. Das sollte die Bildung von TRII-
Weg-Produkten (Pseudotropin und TRII-Alkaloide) begiinstigen. Diese Kompartimentie-
rung kann zur rdumlichen Regulation der Tropanalkaloidbiosynthese beitragen.

Weiterhin ist es mdglich, dass die in A. belladonna nachgewiesenen Genduplikate tro-
panalkaloidbildender Enzyme die Flexibilitat der Regulation erhéhen (K. Nakajima person-
liche Mitteilung, Suzuki et al. 1999a und b). Aus verschiedenen Biosynthesewegen ist

bekannt, dass Genduplikate auf unterschiedliche direkte und indirekte Signale reagieren
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kénnen (Enjuto et al. 1994, Bohlmann et al. 1998). Das ermdglicht eine gréfere intrinsi-

sche Kontrolle der Enzymaktivitaten.

A. belladonna PMT H. niger TRI

O = Perizykel

e — Endodermis

e+ o Cortex

& —* Epidermis

H. niger TRII

Abbildung D.1 Schematische Darstellung der Lokalisation von PMT, TRl und TRIl in ver-
schiedenen Zellschichten der Wurzeln

In den farblich dunkler dargestellten Zellschichten wurde die Lokalisation der unterschied-
lichen tropanalkaloidbildenden Enzyme in verschiedenen Wurzelkulturen nachgewiesen.

Ferner gibt es Hinweise, die fir eine zusatzliche oberirdische Biosynthese der Tropan-
alkaloide in A. belladonna sprechen. PMT-Transkription wurde im Spross und in Bliten, in
denen ebenfalls H6H-Transkripte nachgewiesen wurden, detektiert (Suzuki et al. 1999a
und 1999b). TRII-Enzymaktivitdt wurde in Blattern, Bluten und im Spross gemessen (Ha-
shimoto et al. 1992). Eigene Untersuchungen bestatigten diese Ergebnisse (ohne Abbil-
dung, Bunschuch 2001). Tropinonfatterung (1 mM) an Blatter und Spross fuhrte nach 24 h
zu einer Steigerung der Pseudotropinakkumulation (ohne Abbildung), die Gabe noch hé-
herer Tropinonmengen (5 mM) verursachte zudem eine Erhéhung der Tropinakkumulation
(Drager 1995). In Solanum tuberosum-Blattern wurde TRI- und TRII-Transkription nach-
gewiesen (Keiner 2001). Das oberirdische Vorkommen dieser fiir die Tropanalkaloidbio-
synthese wichtigen Enzyme erméglicht demnach prinzipiell eine ,Vor-Ort-Bildung® von

Tropanalkaloiden, wenn die Substrate und nachfolgende Enzyme vorhanden sind.

D 1.4.2 Bedeutung in der Regulation

Eine Betrachtung der PMT-Untersuchungen lasst den Schluss zu, dass Wildtyppflanzen
und Wurzelkulturen von A. belladonna Uber eine hohe native PMT-Enzymaktivitat verfi-
gen. In der Literatur aufgeflihrte Daten zu PMT-Enzymaktivitaten in Wurzelkulturen von 5-
34 nkat/g Gesamtprotein bestatigen dies (Walton et al. 1990, Hibi et al. 1992). Da eine
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PMT-Uberexpression in A. belladonna nicht zu einer Erhéhung der Alkaloidakkumulation
fuhrte, liegt die Vermutung nahe, dass dieses Enzym innerhalb der Tropanalkaloidbio-
synthese nicht limitierend wirkt. Im Gegensatz dazu deutet die mittels PMT-Uberex-
pression gesteigerte Nikotinakkumulation eine limitierende Wirkung dieses Enzyms inner-
halb der Nikotinbiosynthese an (Sato et al. 2001). Die PMT stellt somit fur die Nikotinbio-
synthese ein (limitierendes) Schliisselenzym dar. Auf die Tropanalkaloidbiosynthese trifft
diese Aussage nicht zu. Die Ergebnisse weisen demnach auf eine pflanzenspezifische
Regulation des gleichen Biosyntheseenzyms hin.

Der Vergleich der Alkaloidakkumulationen von Wildtyp- und PMT-sense-Pflanzen of-
fenbarte Mengenunterschiede. Die Bildungskapazitaten wurden durch direkte Faktoren
wie z.B. durch Genexpression selektiver Biosynthesegene und Intermediatverfigbarkeit
bestimmt. Die Alkaloidmuster hingegen unterlagen hauptsachlich der Regulation durch
indirekte Faktoren der Kultivierung. Dartber hinaus wurden Unterschiede zwischen den
Systemen Pflanze und Wurzelkultur deutlich. Wahrend das System Wurzelkultur trans-
formationsbedingte Veranderungen des Putrescinpools ohne Auswirkungen auf die Alka-
loidakkumulation tolerieren konnte, 16sten diese Modifikationen im System Pflanze durch
Eingriffe in bestehende Regulationen eine Reduktion der Tropanalkaloidakkumulation

aus.

Pflanzen und Wurzelkulturen von A. belladonna verfigen Uber hohe TR-Enzymaktivi-
taten. In hairy roots wurden 110 nkat/g Gesamtprotein TRI-Aktivitdt und 170 nkat/g Ge-
samtprotein TRII-Aktivitdt gemessen (Hashimoto et al. 1992). Diese Aktivitdten liegen 3-
5fach hoher als die PMT-Aktvitat. Es ist daher anzunehmen, dass die TR-Enzymaktivi-
taten weder die Biosynthese der TRI- noch der TRII-Alkaloide limitieren. Demnach regu-
lieren die Menge an verfugbarem Tropinon und die Lokalisation der TR-Enzyme die Bil-
dung der nachfolgenden Metabolite und Alkaloide. Die raumlich engere Lokalisation zur
PMT und die héhere TRII-Enzymaktivitat begunstigen unter nativen Umstanden den TRII-
Weg. Durch TRI-Uberexpression konnte die Benachteiligung des TRI-Weges reduziert
werden. Es wurde vermutet, dass dies eher auf die lokalisationsbedingte Verbesserung
der Tropinonverfligbarkeit als auf die erhdhte TRI-Aktivitat zurlickzufiihren ist. Das sollte
mittels Lokalisationsstudien geprift werden. Ferner bleibt abzuwarten, ob eine TRII-
antisense-Transformation zu entsprechenden Veranderungen flihrt. Bisherigen Ergebnis-
sen zufolge konnte weder durch die TRI-antisense-Transformation noch durch die TRII-
Uberexpression die nativ bevorzugte Bildung der TRII-Alkaloide weiter erhdht werden.

Die Transformation erhdéhte zudem unabhangig vom verwendeten genspezifischen
Konstrukt die TRI-Produktbildung.
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D 2 INDIREKTE BEEINFLUSSUNG DER TROPANALKALOIDBIOSYNTHESE
DURCH KULTIVIERUNG

D 2.1 Nahrmediummodifikation

Die Erhdhung der Saccharosekonzentration im B5-Medium fuhrte bei einem unveran-
derten Wachstum der hairy roots zu einer anndhernden Verdopplung des Tropanalkaloid-
gehaltes und zu einer Verschiebung des Alkaloidmusters (vgl. Kapitel C 3.1.1.1.1). Die
zusatzliche Halbierung des Mineralgehaltes verstarkte diesen Effekt. Allerdings wiesen
diese Kulturen eine deutlich reduzierte Massezunahme auf. Der Einfluss solcher Nahrme-
diummodifikationen auf die Bildung der TRI-Alkaloide verschiedener Solanaceen-Wurzel-
kulturen ist aus der Literatur bekannt, TRII-Alkaloiddaten wurden in keinem dieser Expe-
rimente erhoben (Hilton et al. 1990, Nussbaumer et al. 1998).

Die Reduktion der Mineralkonzentration als alleinige Anderung des B5-Mediums léste
eine deutlich geringere Steigerung der Tropanalkaloidakkumulation als die alleinige Sac-
charoseerhéhung aus. Demnach wurde die Induktion der Tropanalkaloidproduktion vor
allem durch Veranderung der Saccharosekonzentration im Medium verursacht, die Mine-
ralkonzentration spielte eine untergeordnete Rolle. Nach Erhdhung der Saccharosekon-
zentration auf 8 % und Halbierung der Mineralkonzentration wurde eine Beeintrachtigung
des Wachstums und keine Stimulation der Tropanalkaloidbiosynthese festgestellt.

Unter Bericksichtigung der Tatsache, dass die Zuckerkonzentration die osmotischen
Verhaltnisse im Medium beeinflusst, kann eine Beteiligung osmotischer Effekte an der
Induktion der Alkaloidbildung nicht ausgeschlossen werden. Untersuchungen zu osmoti-
schen Stresswirkungen auf A. belladonna-Suspensionskulturen stutzen diese Vermutung.
Der Zusatz von 1,5 % Mannitol (Osmotikum) zum saccharosehaltigen Medium (3 %ig)
steigerte die Biosynthese der TRI-Alkaloide um 82 %, hdhere oder niedrigere Mannitol-
applikationen reduzierten die Tropanalkaloidbildung (Saker et al. 1997). Es wurde weiter-
hin gezeigt, dass osmotischer Stress in D. stramonium-Blattern eine Anderung der Put-
rescinkonzentration ausldst (Tiburcio et al. 1986).

Im vorliegenden Fall fihrten die Mediumveranderungen zu einer unterschiedlich star-
ken Induktion der Produktbildung des TRI- und TRII-Weges. Wahrend die TRI-Alkaloid-
menge nur leicht erhdht wurde, stieg die TRII-Alkaloidakkumulation deutlich an. Eine ahn-
lich differenzierte Zuckerwirkung wurde im Phenolstoffwechsel von Vitis vinifera-Zellkul-
turen nachgewiesen (Larronde et al. 1998). Die Akkumulation der Anthocyanidine, die
mittels Chalkonsynthase gebildet werden, wurde stark induziert und die Menge an Stilbe-

nen, die mittels Stilbensynthase hergestellt werden, nur schwach gesteigert.
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Die Veranderung der TRII-Alkaloide und deren strukturelle Ahnlichkeit zu Monosaccha-
riden legt die Vermutung nahe, dass sie bei der Regulation des Kohlenhydratstoffwech-
sels von Bedeutung sein kdnnten.

Die erhoéhten Tropanalkaloidakkumulationen wurden nicht durch zuckerinduzierte Aktivi-
tatssteigerungen der TR-Enzyme hervorgerufen (Bunschuch 2001). Zudem konnte in
Promotorsequenzen von A. belladonna-PMT, H. niger-TRI und -TRIl sowie A. belladonna-
H6H das von Maeo und Mitarbeitern nachgewiesene zuckerinduzierbare Motiv (SURE)
nicht identifiziert werden (Maeo et al. 2001). Die unveranderten Intermediatakkumulatio-
nen der unterschiedlich kultivierten hairy roots schlieRen zusatzlich eine Beteiligung der
Tropinonreduktasen an der Induktion der Alkaloidbiosynthese aus. Demnach missen die
nachfolgenden Reaktionen von Tropin zu Hyoscyamin schwach und von Pseudotropin zu
den Calysteginen stark zuckerinduzierbar sein. Die erhaltenden Ergebnisse sind insbe-
sondere flr die Biosynthese der TRII-Alkaloide bedeutsam. Bisher sind die Enzyme, die
die Umwandlungen vom Pseudotropin zu den Calysteginen vollziehen, nicht bekannt.
Eine Beteiligung von Enzymen des Cytochrom P450-Komplexes wird vermutet, von de-
nen einige Enzyme zuckerinduzierbar sind (Cabello-Hurtado et al. 1998). Die mittels Sac-
charose realisierbare Stimulation dieser Produkte konnte zur Aufklarung der Nortropanal-

kaloidbiosynthese auf Genexpressions-, Protein- sowie auf Intermediatebene beitragen.

D 2.2 Kohlenhydrat

Die Monomere Glucose und Fructose erreichten die wachstumsférdernden Wirkungen
des Disaccharids Saccharose weder einzeln noch in Kombination (vgl. Kapitel C
3.1.1.1.2). Hairy roots, die auf diesen monosaccharidhaltigen Medien angezogen wurden,
zeichneten sich ebenfalls durch ein schlechtes Wachstumsverhalten aus (ohne Abbil-
dung). Dartber hinaus akkumulierten die saccharosekultivierten Kontrollwurzeln deutlich
hdhere Alkaloidmengen als die monomerenkultivierten Wurzeln. Vergleichbare Ergebnis-
se wurden bei Untersuchungen von D. stramonium-Wurzelkulturen erhalten (Payne et al.
1987). Die Erneuerung des Mediums fuhrte bei allen Wurzelkulturen zu einer Steigerung
der TRII-Alkaloidakkumulation und bis auf eine Ausnahme (Glucose) zu einer Reduktion
des TRI-Alkaloids. Diese Ergebnisse sprechen flir eine spezifische Zuckerinduktion des
TRII-Weges. Der Alkaloidgehalt sorbitolkultivierter Wurzeln stitzt die bereits im vorigen
Kapitel geaulierte Vermutung, dass osmotische Effekte an dieser Wirkung beteiligt sind.
Des weiteren spielt die Art der Kohlenhydratquelle eine wichtige Rolle, was durch die Un-
terschiede im TRI-/TRII-Alkaloidverhaltnis deutlich wird.

Die auffallig hohe TRII-Alkaloidakkumulation der mannosekultivierten Wurzelkulturen
wies auf eine hexokinasevermittelte Zuckersignalinduktion der Produkte des TRIl-Weges

hin. Zur Bestatigung dieser Hypothese wurde der Hexokinaseinhibitor N-Acetylglucosamin
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appliziert. In einer Konzentration von 10 mM hatte diese Substanz eine 73 %ige Hem-
mung der in vitro Hexokinaseaktivitat von Lycopersicon peruvianum-Suspensionskulturen
verursacht. 100 mM fihrten zu einer vollstdndigen Hemmung, wahrend die gleiche Kon-
zentration des haufiger verwendeten Hexokinaseinhibitors Mannoheptulose diese Wir-
kung nicht erzielen konnte (Hofmann und Roitsch 2000). Der Zusatz von 10 mM N-Acetyl-
glucosamin resultierte in einer pragnanten Reduktion der TRII-Alkaloide. Damit wurde die
Vermutung bestatigt, dass bei der TRII-Alkaloidbildung eine hexokinasevermittelte Sig-
nalwirkung von Zucker beteiligt ist. Diese Ergebnisse sind von groRer Bedeutung, da bis-
her kaum Untersuchungen von Zuckersignalwirkungen auf den pflanzlichen Sekundar-
stoffwechsel bekannt sind. Uber die Existenz hexokinasevermittelter Zuckersignaltrans-
duktion in heterotrophen Organkulturen wurde dagegen bereits mehrfach berichtet (Gra-
ham et al. 1994, Ubersicht in Smeekens 2000). Der reduzierende Effekt war bei den sorbi-
tolkultivierten hairy roots starker als bei den saccharosekultivierten ausgepragt. Es ist vor-
stellbar, dass die Saccharose beispielsweise Uber Disaccharidtransporter als intaktes Mo-
lekul in die Zellen gelangt (Lalonde et al. 1999), mittels Saccharosesynthase in Fructose
und UDP-Glucose gespalten wird und somit weniger sensitiv auf eine Hemmung der He-
xokinase reagiert. Die simultane Kultivierung der Wurzeln von Inhibitor, nicht verstoff-
wechselbarer und phosphorylierbarer Kohlenhydratquelle (ohne Zucker, 3-O-Methylglu-
cose, Sorbitol) fihrte zur entgegengesetzten Reaktion - zur Induktion der TRII-Alkaloid-
biosynthese. Die Wirkmechanismen sind nicht bekannt.

In Analogie zur zuckerinduzierten Steigerung der Anthocyanidinbildung in Vitis vinifera-
Suspensionskulturen (Vitrac et al. 2000) konnte in den A. belladonna-Wurzelkulturen
durch Applikation von Kalziumkanalblockern eine Beteiligung von Kalziumionen an der
Zuckerinduktion der TRII-Alkaloidbildung nachgewiesen werden. Die durch Blockierung
des Kalziumeinstromes verursachte Reduktion der Gesamtalkaloide der sorbitolkultivier-
ten Wurzelkulturen wies darauf hin, dass Kalziumionen an weiteren bedeutenden metabo-
lischen und regulatorischen Mechanismen (Bush 1995) beteiligt sind. So wurde beispiels-
weise in Untersuchungen an D. stramonium-Wurzelkulturen eine kalziumkonzentrations-
abhangige Aktivitat einer Peroxidase, die an dem Abbau der Tropanalkaloide beteiligt ist,

nachgewiesen (Pinol et al. 1999).

D 2.3 Elicitoren und Phytohormone

Wahrend die Applikation von MeJA oder ABA die Akkumulation des TRI-Alkaloids nicht
oder nur geringfiigig beeinflusste, war die der TRII-Alkaloide deutlich reduziert (vgl. Kapi-
tel C 3.1.1.2.1). Die inhibitorische Wirkung von ABA auf die Tropanalkaloidbiosynthese ist
aus Untersuchungen von H. muticus-Wurzelkulturen bekannt (Vanhala et al. 1998). Nach

MeJA-Behandlung tropanalkaloidproduzierender Wurzelkulturen war bisher nur eine indu-
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zierende Wirkung beobachtet worden, z.B. in Wurzelkulturen von D. stramonium oder H.
muticus (Zabetakis et al. 1999, Biondi et al. 2000). Auf Grund der Tatsache, dass dieser
Effekt zum einen in maximaler Form erst nach 4 d und zum anderen nur nach Applikation
hoher Jasmonatmengen (500 uM) verursacht wurde, kann eine direkte MeJA-Wirkung als
Ursache ausgeschlossen werden. In Tabaksuspensionskulturen flihrte die externe Jas-
monatbehandlung bereits nach 1 h zur Induktion der mRNA von Schliisselenzymen und
nach 12 h zu einer gesteigerten Nikotinakkumulation (Imanishi et al. 1998). In intakten
Tabakpflanzen wird dieser Signalstoff von den Blattern zu den Wurzeln transportiert, in
denen nach ein paar Stunden entsprechende Effekte nachweisbar sind (Zhang und Bald-
win 1997). Demnach miusste ein direkter MeJA-Effekt auf die Tropanalkaloidbiosynthese
schneller und intensiver sein. Darlber hinaus konnten in Promotoranalysen von A. bella-
donna-PMT, H. niger-TRI und -TRII keine jasmonatinduzierbaren Motive, sogenannte G-
Boxen nachgewiesen werden (Hashimoto et al. 1998a, Suzuki et al. 1999a, Nakajima et
al. 1999b).

In den sorbitolkultivierten Wurzelkulturen wurde nach Phytohormonapplikation - egal ob
Auxin oder Cytokinin - sowohl eine Zunahme der Trockenmassen als auch eine Steige-
rung der Gesamtalkaloidakkumulation beobachtet (vgl. Kapitel C 3.1.1.2.2). Letzteres
kann wahrscheinlich auf osmotische Effekte zurlickgefihrt werden. Bezlglich des Wachs-
tums kann nur spekuliert werden, dass das Osmotikum Sorbitol in Gegenwart von Phyto-
hormonen nach Aktivierung entsprechender Gene verstoffwechselt wird. Untersuchungen
an Selleriesuspensionskulturen (Apium graveolens) lieferten erste Hinweise, dass Osmo-
tika entgegen bisheriger Vorstellungen metabolisierbare und phosphorylierbare Kohlen-
hydratquellen darstellen kdnnen (Stoop und Pharr 1993). Die Tropanalkaloide zeigten
unter diesen Bedingungen ein kontrares Verhalten. Wahrend die TRII-Alkaloidakkumu-
lation stark induziert war, wurde die Akkumulation des TRI-Alkaloids reduziert.

Der Phytohormonzusatz verbesserte das Wachstum der saccharosekultivierten Wur-
zeln. Trotz hoherer Trockenmasse wiesen die Wurzelkulturen, die auf der Kombination
Saccharose/Auxin kultiviert wurden, geringere Gesamtalkaloidgehalte als die Saccharo-
sekontrollen auf. Die Ursachen sind bekannt. Unter analogen Bedingungen wurden in
verschiedenen Solanaceen-Wurzelkulturen verminderte Enzymaktivitaten von ADC, ODC,
PMT und MPO nachgewiesen (Hashimoto et al. 1986, Robins et al. 1991b). 12 bzw. 20 h
nach Auxinapplikation wurde eine signifikante Reduktion der PMT-Expression beobachtet
(Robins et al. 1991b, Hibi et al. 1994). Ferner reduzierte Auxin die methyljasmonatindu-
zierte Genexpression von ODC und SAMS (Imanishi et al. 1998). Die Kombination der in
alleiniger Form alkaloidinduzierend wirkender Substanzen Saccharose und Auxin flhrt zu

einer negativen Beeinflussung der Tropanalkaloidbiosynthese. Uber den Auxin/Zucker-
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antagonismus und dessen Ursachen wurde mehrfach berichtet (Ubersicht in Koch 1996).
So wurden beispielsweise Gene mit zucker- und auxinsensitiver Expression identifiziert
(De Wald et al. 1994). Ferner wird eine Uberschneidung der Signaltransduktionswege als
Ursache diskutiert. Die Kombination Saccharose/Cytokinin reduzierte die Gesamtalkaloid-
konzentration nicht signifikant. Diese Ergebnisse stehen mit friiheren Untersuchungen
(Sauerwein et al. 1992, Vanhala et al. 1998) und beschriebenen tUberlappenden Cytoki-
nin/Zuckerwirkungen im Einklang (Koch 1996, Smeekens 2000).

D 2.4 Pracursor

Durch Inkubation mit dem Pracursor Tropinon wurde weder die Alkaloidakkumulation
noch das -muster beeinflusst. Das zugesetzte Tropinon wurde anteilig zu Tropin und
Pseudotropin reduziert (vgl. Kapitel C 3.1.1.2.3). Experimente mit niedrigeren Tropinon-
konzentrationen (1 mM) ergaben ahnliche Ergebnisse (Drager 1995). Unabhangig vom
Analysezeitpunkt oder Medium wurde unter diesen Bedingungen die Pseudotropinakku-
mulation starker stimuliert. Die Ergebnisse sprechen flir ein aktiveres TRII- als TRI-Enzym
und bestatigen Untersuchungen, in denen durch Enzymmessungen unbehandelter A.
belladonna-Wurzelkulturen analoge TR-Aktivitatsunterschiede gezeigt wurden (Hashimoto
et al. 1992). Die Reduktion und spatere Hemmung der gesamten TR-Aktivitdt wurde ent-
weder durch die unphysiologisch hohe Tropinonkonzentration (5 mM) oder durch den
starken Anstieg der Tropin- oder Pseudotropinakkumulation (Feedbackhemmung) hervor-
gerufen. Daruber hinaus kann eine Beeintrachtigung weiterer tropanalkaloidbildender En-
zyme nicht ausgeschlossen werden. In Untersuchungen von D. stramonium-Wurzelkul-
turen wurde nach Tropinapplikation eine Reduktion von ODC, ADC, PMT und MPO sowie
eine Abnahme der Tropanalkaloidakkumulation nachgewiesen (Robins et al. 1991a). Auf
Grund der Tatsache, dass die erhéhten Intermediatkonzentrationen nicht zu einer Ande-
rung der Alkaloidgehalte fuhrten, wurde eine Hemmung von Enzymen, die nach den TR

an der Alkaloidbiosynthese beteiligt sind, postuliert.

D 2.5 Licht

Die Kultivierung im Licht beeinflusste die Alkaloidakkumulation, jedoch nicht das Alka-
loidmuster. Die unter Lichtausschluss kultivierten hairy roots waren nach 28 d 1,3fach
besser als die lichtkultivierten Wurzeln gewachsen und enthielten eine 2,4fach hdhere
Alkaloidmenge (vgl. Kapitel C 3.2.1.1). Der zunachst induzierende Effekt von Licht auf
Wachstum und Tropanalkaloidakkumulation war nach 28 d nicht mehr nachweisbar. Die
lichtkultivierten Wurzeln fielen wegen ihrer Farbung auf, die durch griine in der Cortex
lokalisierte Plastide hervorgerufen wurde. Es ist vorstellbar, dass in diesen Plastiden pho-

tosynthetische Prozesse ablaufen (Flores et al. 1993), die mit den metabolischen Vorgan-
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gen der extern saccharoseversorgten Wurzelkulturen interagieren kénnen. Das kann indi-
rekt die Tropanalkaloidbiosynthese beeinflussen. Zahlreiche Untersuchungen, die sich mit
Interaktionen von Licht und Zucker beschéaftigten, offenbarten deren enge Verknupfung
auf der Ebene der Signaltransduktion und der Genexpression (Cheng et al. 1992, Ya-
novsky et al. 1998).

D3 AUSBLICK

Aus den vorgestellten Ergebnissen verschiedener Experimente ergaben sich recht un-
terschiedliche Ansatzpunkte fur weitere Versuche. Zuklnftig sollten folgende Fragestel-

lungen untersucht werden:

Oberirdische Gen- und Proteinexpression tropanalkaloidbildender Enzyme

Verschiedene Untersuchungen lieferten Hinweise, dass die Tropanalkaloide in oberirdi-
schen Geweben gebildet werden kdnnen (Kapitel D 1.4.1). Es ist vorstellbar, dass auf
Grund der starken Transkription der PMT-, TRI- und TRII-Gene in der Wurzel eine in Blatt
und Spross vorhandene, geringe Transkriptakkumulation tbersehen wurde. Die glltige
Lehrmeinung, dass die Tropanalkaloide ausschlieRlich in der Wurzel gebildet werden,
konnte erklaren, warum keine intensiveren Untersuchungen folgten. Zunachst sollten Blat-
ter und Sprosse verschiedener Entwicklungsstadien grindlich auf das Vorhandensein von
Transkriptakkumulation oben genannter Gene geprift werden. Variierende Kultivierungs-
bedingungen konnten zusatzlich schwache Genexpressionsintensitaten induzieren. Durch
in situ Hybridisierung (mMRNA-Lokalisation) und immunohistochemische Detektion der Pro-
teine sollte zudem geklart werden, wo die Enzyme in oberirdischen Geweben lokalisiert
sind. Mit diesen Untersuchungen kénnte die Frage, welche Blatt- und Sprosszellschichten
funktionell den Wurzelzellschichten Perizykel und der Endodermis (in denen die tropanal-

kaloidbildenden Enzyme lokalisiert sind) entsprechen, beantwortet werden.

Mechanismen der Zuckerinduktion von TRII-Alkaloiden

Zum detaillierten Verstandnis der Kohlenhydratwirkung auf den Tropanalkaloidmetabo-
lismus sind verschiedene Untersuchungen notwendig. Eine Zuckersignalwirkung deutete
sich an, wurde jedoch nicht ausreichend bewiesen. Dazu sollte die Genexpression von
Zuckermetabolismusenzymen, z.B. der Saccharoseinvertase und bekannten Signalprotei-
nen z.B. von Calmodulin, Proteinkinasen und -phosphatasen untersucht werden. Die
Transkriptakkumulation von PMT, TRI und TRII muss parallel bestimmt werden. Die Er-
gebnisse zur Metabolisierbarkeit von Sorbitol unter Phytohormoneinfluss sollten in glei-

cher Weise weiter verfolgt werden (Northern Blot Analysen).
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TRII-Alkaloidbiosynthese

Die Biosyntheseschritte, die zwischen der Pseudotropin- und der Calysteginbildung lie-

gen, sind nicht bekannt. Durch Identifizierung von Metaboliten kénnte der Biosyntheseweg
aufgeklart werden. Aus diesem Grund sollten die TRI-antisense- sowie TRIl-sense-Trans-
formanten (Wurzelkulturen) und die Vektorkontrolle mit unterschiedlichen chroma-
tographischen Methoden vermessen werden (AMD-TLC, GC-MS, HPLC). Die Subtraktion
der Daten kdnnte weitere Vorstufen der Calystegine offenbaren.

Zum Nachweis unbekannter Biosyntheseenzyme kénnten Untersuchungen auf Protein-
ebene in Form eines protein differential display (Proteinmusterbestimmung) durchgefiihrt
werden. Diesen Versuchen sollte die nachgewiesene Zuckerinduzierbarkeit der TRII-Alka-
loidbiosynthese zu Grunde liegen. Von unterschiedlich alten hairy roots, die 14 d entwe-
der auf 3 oder 5 % Saccharose kultiviert wurden, sollten in einer zweidimensionalen Gel-
elektrophorese (2D PAGE, O Farrall 1975) die Proteine aufgetrennt und mittels Silberfar-
bung visualisiert werden. Spots unterschiedlicher Intensitat konnten anschlieend durch
hochsensitive Massenspektrometrie oder kombinierte Messmethoden, z.B. Tandemmas-

senspektrometrie analysiert werden (Arnott et al. 1998)

Physiologische Bedeutung der TRI- und der TRII-Alkaloide

Es ergaben sich Hinweise, dass zwischen Schadlingsbefall und erhéhter Hyoscyamin-

akkumulation (TRI-Alkaloid) ein Zusammenhang besteht. An TRI-sense- und TRI-anti-
sense-Transformanten sollte geprift werden, ob diese unterschiedlich auf einen Schad-
lingsbefall reagieren. Dazu sollten Enzymmessungen und Northern Blot Analysen (PMT,
TRI, TRII) sowie Intermediat- und Alkaloidquantifizierungen durchgefiihrt werden.

Auf Grund der Eigenschaft als Glykosidasehemmstoffe und dem Vorkommen in jungen
Geweben wurde vermutet, dass die TRIl-Alkaloide eine Rolle bei der Abwehr von Fral3-
feinden spielen. An TRIl-sense-Transformanten kénnte beispielsweise getestet werden,
ob Insekten auf diesen Pflanzen weniger an Gewicht zunehmen als solche, die auf Kon-
trollpflanzen fressen. Zudem sollte die Transkription der PMT-, TR-Gene und H6H-Gene

in den befallenen Geweben bestimmt werden (zum Nachweis mdglicher Induktionen).
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E Zusammenfassung

Die Regulation der Alkaloidbildung in Pflanzen ist von grundsatzlichem Interesse.
Kenntnisse zur Biosyntheseregulation sind von praktischer Bedeutung, um die Bildung
dieser Sekundarstoffe gezielt zu steigern, zu verandern oder deren physiologische Bedeu-
tung zu verstehen. Solanaceen stellen auf Grund ihres Alkaloidgehaltes und des robusten
Wachstums geeignete Untersuchungsmodelle dar. Die Regulation und Manipulation der
Tropanalkaloidbiosynthese in Pflanzen und Wurzelkulturen von A. belladonna stand im

Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit.

Untersuchungen verschiedener Transformanten zeigten, dass der Tropanalkaloidstoff-

wechsel durch unterschiedliche Transformationsparameter beeinflusst wird. Durch die

alleinige Verwendung des A. rhizogenes Stamm 15834 wurde die Alkaloidakkumulation
gesteigert, insbesondere die der TRI-Alkaloide. Die Beschaffenheit des verwendeten Vek-
tors (mit oder ohne genspezifische Sequenz) spielte ebenfalls eine wichtige Rolle. Der
Vektor pGA482 bewirkte eine Reduktion und der Vektor pBl121 eine Induktion der Alka-
loidbiosynthese. In den Systemen Pflanze und Wurzelkultur |6sten gleiche Transformatio-
nen unterschiedliche Reaktionen aus. Es wurde deutlich, dass die mittels Transformation
erreichbaren Veranderungen begrenzt sind. Alle Schritte von der Transkription bis hin
zum aktiven Enzym scheinen weiteren, koordinierten Regulationen zu unterliegen.

Durch Uberexpressionsexperimente konnte nachgewiesen werden, dass die Putrescin-

N-methyliransferase in der Alkaloidbiosynthese von A. belladonna nicht limitierend wirkt.

In phanotypisch unauffalligen T2-Pflanzen flihrte diese genetische Veranderung zu einer
negativen Beeinflussung der Tropanalkaloidakkumulation. Durch indirekte Faktoren der
Kultivierung wurde zusatzlich das Alkaloidmuster modifiziert (Becherglas, Klimakammer,
Gewachshaus). Die PMT-sense-Wurzelkulturen zeigten nach Auxinapplikation und Nahr-
mediummodifikation ein von den Kontrollwurzeln abweichendes Biosyntheseverhalten.

Die Tropinonreduktasen konkurrieren um die limitiert verfligbare Tropinonmenge. Durch

TRI-Uberexpression (in Wurzelkulturen) wurde die nativ benachteiligte Tropinbildung be-
gunstigt. Dies fuhrte zu einer deutlich erhdhten TRI-Alkaloidbildung und der Akkumulation
der Zwischenstufe 6-Hydroxyhyoscyamin. Bei ersten Untersuchungen von TRI-antisense-
und TRIl-sense-Wurzelkulturen wurden im Gegensatz dazu nur geringflugige Veranderun-

gen des TRIl-Weges festgestellt.

In Wurzelkulturen konnte die Tropanalkaloidbiosynthese durch verschiedene Faktoren

manipuliert werden:
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Beeinflussung

Tropanalkaloide

Akkumulation

Muster

Anmerkungen

direkt durch Transformation

PMT - - Uberexpression vermindert Auxinrepression

TRI ++ ++ Vektor-, Agrobakterieneinfluss

TRII + + Vektor-, Agrobakterieneinfluss

indirekt durch Kultivierung

Tropinon - starkere TRII-Produktbildung

Licht + - reduziert Alkaloidakkumulation

IBA + + Kohlenhydratquelle bestimmt Induktion/Reduktion
BA + + Kohlenhydratquelle bestimmt Induktion/Reduktion
MedA + + reduziert Alkaloidakkumulation

ABA + + reduziert Alkaloidakkumulation

Saccharose ++ ++ bevorzugte Induktion der TRII-Alkaloide

Tabelle E.1 Beeinflussung der Tropanalkaloidbiosynthese in A. belladonna-

Wurzelkulturen

Veranderungen wurden mit einem +, besonders starke durch ++ gekennzeichnet. Wurden
keine Veranderungen beobachtet, wurden diese mit - dargestellt.

Saccharose stimulierte das Wachstum und die Alkaloidakkumulation von Wurzelkultu-

ren am starksten. Die Monomere Glucose und Fructose konnten die Wirkungen weder

einzeln noch in Kombination ersetzen. Demnach wirkte Saccharose bei allen Wurzelkultu-

ren (transgene und hairy roots) sowohl als Nahrstoff als auch als spezifisches Signal.

Die Biosynthese der TRI- und TRIl-Alkaloide wurde unterschiedlich, haufig gegensatz-

lich induziert. 7 Monate alte, mit Schadlingen befallene Pflanzen zeigten eine erhdhte Ak-

kumulation des TRI-Alkaloids Hyoscyamin. Die TRII-Alkaloidbiosynthese wurde hingegen

durch Kohlenhydrate, insbesondere Saccharose induziert. Hexokinase und Kalzium wa-

ren an dieser Induktion beteiligt.
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G 1 INTERMEDIAT- UND ALKALOIDBESTIMMUNG

G 1.1 Intermediate

Fur nachfolgende Eichgeraden wurden 6 Messpunkte im Bereich von 0,01-0,1 mg/mi
GC-Probe aufgenommen. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert aus einer Dreifachbe-
stimmung dar. Als innerer Standard wurde Azobenzol in einer Konzentration von 1 mg/ml
verwendet. Die Eichgeraden wurden freundlicherweise von Frau A. Bunschuch zur Verfi-

gung gestellt.
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Abbildung G.1 Eichgerade zur Berechnung des Tropinongehaltes
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Abbildung G.3 Eichgerade zur Berechnung des Pseudotropingehaltes
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G 1.2 TRI-Alkaloide (Klassische Tropanalkaloide)

Im Bereich von 0,01-0,2 mg/ml GC-Probe wurden 7 Messpunkte aufgenommen. Jeder
Messpunkt stellt den Mittelwert aus einer Dreifachbestimmung dar. Als innerer Standard
wurde Azobenzol in einer Konzentration von 1 mg/ml verwendet. Die Eichgerade fir
6-Hydroxyhyoscyamin wurde von Frau U. Richter im Bereich von 0,1 bis 0,8 mg/ml GC-

Probe aufgenommen und freundlicherweise zur Verfigung gestellt.

Abbildung G.4 Eichgerade zur Berechnung des 6-Hydroxyhyoscyamingehaltes
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Abbildung G.5 Eichgerade zur Berechnung des Hyoscyamingehaltes
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Abbildung G.6 Eichgerade zur Berechnung des Scopolamingehaltes
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G 1.3 TRIl-Alkaloide (Nortropanalkaloide)

Fur die Eichgerade der Calystegine wurde A; als Vertreter der A-Gruppe und B, als
Vertreter der B-Gruppe verwendet. Es wurden 4 Messpunkte in einer Vierfachbestimmung
im Bereich von 0,01 bis 0,2 mg/ml GC-Probe aufgenommen. Azobenzol (1 mg/ml) wurde
als innerer Standard verwendet. Herr D. HOke stellte die Eichgeraden freundlicherweise

zur Verfugung.
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Abbildung G.7 Eichgerade zur Berechnung der Calystegingehalte der A-Gruppe
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G 2 TRANSFORMATION

G 2.1 PMT

Zur sense-Transformation wurde die cDNA der Nicotiana tabacum-PMT1 (accession
number: D28506, Hibi et al. 1994) und zur antisense-Transformation die cDNA der Atropa
belladonna-PMT1 (accession number. AB018570, Suzuki et al. 1999a) verwendet.

G 2.1.1 PMT-sense- Pflanzen

Gewebe Kulturen | TRI-Alkaloide in umol/g TM | TRII-Alkaloide in pmol/g TM
WT 8,05 8,87
obere Blatter VC 4,65 2,65
H11/2 2,50 2,64
H11/3 1,78 1,49
WT 2,94 3,42
untere Blatter VC 0,93 1,21
H11/2 0,39 0,26
H11/3 0,35 1,05
WT 6,23 7,31
Spross VC 5,57 2,86
H11/2 1,88 2,12
H11/3 2,53 3,42
WT 4,85 2,29
Waurzel VC 2,27 1,44
H11/2 1,52 0,87
H11/3 2,16 3,03

Tabelle G.1 Klimakammerkultivierung (3 Monate)

Die angegebenen Werte entsprechen den in Abbildung C.3 dargestellten Mittelwerten, die
aus 3-6 unabhangigen Bestimmungen ermittelt wurden. Die Standardabweichungen lagen
zwischen 15 und 30 %.

Gewebe Kulturen | TRI-Alkaloide in pmol/g TM | TRII-Alkaloide in pmol/g TM| TRI/TRII
WT 7,11 9,53 1:1,3
obere Blatter H11/2 7,39 1,39 1:0,4
H11/3 7,98 1,91 1:0,2
WT 6,83 1,42 1:0,2
untere Blatter | H11/2 3,92 0,00 1:0,0
H11/3 3,74 0,73 1:0,2
WT 0,69 0,36 1:0,5
Waurzel H11/2 0,70 0,56 1:0,8
H11/3 1,51 0,20 1:0,1

Tabelle G.2 Gewdchshauskultivierung (7 Monate)

Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus 3-5 unabhangigen Bestimmungen und sind
in Abbildung C.4 dargestellt. Die Standardabweichungen lagen zwischen 15 und 25 %. In
der rechten Spalte (TR/TRII) ist das jeweilige TRI-/TRII-Alkaloidverhaltnis angegeben.
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G 2.1.2 PMT-antisense-Pflanzen

Linie Anzahl unabhangiger Pflanzen
PMT-AS-I-2 16

PMT-AS-I-3 15

PMT-AS-II-1 1

PMT-AS-III-3 5

PMT-AS-V-1 4

PMT-AS-VI-1 3

Tabelle G.3 Kanamycinresistente Pflanzen nach der Transformation mit dem PMT-
antisense-Konstrukt

Die Namen kennzeichnen den Ursprung der Pflanzen: z.B. bedeutet PMT-AS-lI-1-1 >
transformiert mit PMT-antisense-Konstrukt, Blatt Il, Kallus 1, Pflanze 1. Alle aufgefiihrten
Pflanzen zeigten auf Medium mit 100 mg/l Kanamycin ein gutes Wachstum.

G 2.1.3 PMT-sense- Wurzelkulturen

Nahrmedium Kulturen | TRI-Alkaloid in SDTRIin | TRII-Alkaloide in SD TRIlin
pmollg ™ umol/g TM pmollg ™ umol/g TM
WT 9,06 1,28 28,73 1,76
B5 VC 7,06 2,00 36,89 5,03
H11/2 8,27 2,35 28,85 4,19
H11/3 7,51 2,04 28,91 4,24
WT 8,96 0,82 18,00 4,61
B5, 1uM IBA VC 6,37 1,70 14,79 5,88
H11/2 7,96 1,00 30,72 5,21
H11/3 7,16 0,31 33,58 4,30
WT 6,68 0,76 39,33 2,48
1/2 B5 VC 12,59 2,91 55,57 9,82
5 % Saccharose H11/2 9,75 2,11 31,52 9,82
H11/3 12,10 2,66 34,42 8,79

Tabelle G.4 Alkaloidakkumulation verschieden kultivierter, 28 d alter PMT-sense-
Wurzelkulturen

Die Werte sind Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Kulturen und in Abbildung C.8 darge-
stellt. In den Spalten SD TRl und SD TRII sind die Standardabweichungen der TR-
Alkaloide angegeben.
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G22 TR

Zur Transformation wurde die cDNA der TRI (accession number. L20473) und die
cDNA der TRII (accession number. L20474) von Datura stramonium verwendet (Nakajima
et al. 1993).

G 2.2.1 TRI-sense-Wurzelkulturen

Linie regenerierte Wurzelkulturen
Is-B a,b,d

Is-C a,b,cd

Is-D a,b,c,d e

Is-E a,b,cde

Is-1 1,2,3

Tabelle G.5 Mit dem Datura-TRI-sense-Konstrukt transformierte Wurzelkulturen

Die Namen kennzeichnen den Ursprung der Wurzelkulturen: Is-B-a - transformiert mit
DTRI-sense-Konstrukt, Blatt B, Wurzel a. Die unterschiedliche Bezeichnung der Wurzel-
kulturen mit Buchstaben und Ziffern beruht auf zeitlich verschiedenen Transformationsan-
satzen (2).

Kultur | Tropinon in | Tropin in | Pseudotropin | Hyoscyamin | Scopolamin |TRII-Alkaloide

Mmol/g TM | umol/g TM | in pmol/g TM | in ymol/g TM | in ymol/g TM | in pmol/ig TM
WT 0,20 4,30 3,20 9,06 0,00 28,54
VC 0,16 4,84 2,80 15,15 3,96 29,06
Is-B-a 0,14 28,09 1,22 80,28 5,84 17,33
Is-D-d 0,12 12,81 1,50 34,60 7,16 36,85
Is-E-c 0,14 18,44 1,11 36,71 9,44 15,88
Is-E-d 0,09 4,50 0,31 37,89 3,96 28,85
Is-1-3 0,09 37,30 1,51 34,91 9,87 32,67

Tabelle G.6 DTRI-sense-Wurzelkulturen, 28 d alt
Die angegebenen Einzelwerte sind in den Abbildungen C.12 und C.13 dargestellt.

G 2.2.2 TRI-antisense-Wurzelkulturen

Linie regenerierte Wurzelkulturen
las-B b,c,d

las-E b

las-1 1,2,3

las-3 a,b,c

Tabelle G.7 Mit dem Datura-TRI-antisense-Konstrukt transformierte Wurzelkulturen

Die Namen kennzeichnen den Ursprung der Wurzelkulturen: las-3-a - transformiert mit
DTRI-antisense-Konstrukt, Blatt 3, Wurzel a. Die unterschiedliche Bezeichnung der Wur-
zelkulturen mit Buchstaben und Ziffern beruht auf zeitlich verschiedenen (3) Transformati-
onsansatzen.
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Kultur | Tropinon in | Tropin in | Pseudotropin| Hyoscyamin | Scopolamin | TRII-Alkaloide
pmol/g TM | umol/g TM | in pmol/g TM | in pmol/g TM |in pmol/g TM | in pmol/g TM

WT 0,20 4,30 3,20 9,06 0,00 28,54

VC 0,16 4,84 2,80 15,15 3,96 29,06
las-B-c 1,58 1,04 1,12 38,54 6,44 76,73
las-B-d 0,08 0,20 0,09 21,45 4,82 40,55
las-1-1 0,16 4,45 6,14 20,83 4,98 24,61
las-1-3 0,16 1,84 1,89 20,80 5,74 30,48
las-3-a 0,12 2,24 2,08 13,29 2,97 23,88

Tabelle G.8 DTRI-antisense-Wurzelkulturen, 28 d alt

Die Einzelwerte beziehen sich auf die Tabellen C.3 und C.4.

G 2.2.3 TRIl-sense-Wurzelkulturen
Linie regenerierte Wurzelkulturen
lIs-B a,b,c
lIs-C a,b,d
lIs-E a,b,c
lIs-G a,b,c,d e
lls-H a,b,cd e
lls-J a,b,c,d, e
lIs-1 a, b, c
lIs-4 a,b,c

Tabelle G.9 Mit dem Datura-TRII-sense-Konstrukt transformierte Wurzelkulturen

Die Namen kennzeichnen den Ursprung der Wurzelkulturen: lls-4-c - transformiert mit
DTRII-sense-Konstrukt, Blatt 4, Wurzel c. Die unterschiedliche Bezeichnung der Wurzel-
kulturen mit Buchstaben und Ziffern beruht auf zeitlich verschiedenen (2) Transformati-

onsansatzen.
Kultur | Tropinon in | Tropin in | Pseudotropin| Hyoscyamin | Scopolamin |TRIl-Alkaloide
pmol/g TM | umol/g TM | in ymol/g TM | in pmol/g TM | in pmol/g TM |in pmol/g TM
WT 0,20 4,30 3,20 9,06 0,00 28,54
VC 0,16 4,84 2,80 15,15 3,96 29,06
lIs-B-c 0,14 5,50 0,35 25,87 7,88 47,43
lIs-G-a 0,10 2,87 1,31 36,21 9,84 49,45
lIs-H-a 0,09 1,21 0,38 28,37 6,73 60,30
lIs-J-a 0,06 2,03 1,11 22,87 3,37 15,72
lIs-J-b 0,06 4,49 0,72 9,33 2,70 12,56

Tabelle G.10 DTRII-sense-Wurzelkulturen, 28 d alt
Die Einzelwerte beziehen sich auf die Tabellen C.5 und C.6.
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IX

G 3 KULTIVIERUNG

G 3.1 Niahrmediumbestandteile und -zusatze

G 3.1.1 Mediumkonzentration

Ndhrmedium |Alter in d| TRI-Alkaloid in SDTRIin | TRIl-Alkaloide in | SDTRIlin
“mo"g ™ umol/g TM pmollg ™ umol/g TM

5 0,00 0,00 2,10 1,07

B5 11 0,52 0,21 6,65 0,32

17 2,08 0,14 8,98 0,64

23 4,80 0,90 7,91 0,49

27 9,45 0,25 10,29 0,31

7 2,75 0,19 0,00 0,00

B5 11 4,21 1,79 9,59 4,26

5 % Saccharose 17 5,01 0,39 17,26 1,46

23 5,31 1,20 18,13 0,75

27 7,10 2,70 28,82 7,00

7 0,82 0,24 0,00 0,00

1/2 B5 11 1,11 0,00 11,90 0,87

5 % Saccharose 17 2,66 0,62 14,20 1,93

23 6,47 1,27 34,10 2,45

27 6,46 1,05 41,24 6,62

Tabelle G.11 Ndhrmediummodifikation (hairy roots)

Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Bestimmungen und in
den Abbildungen C.15, C.16 und C.17 dargestellt. In den Spalten SD TRI und SD TRII
sind die Standardabweichungen der TR-Alkaloide angegeben.

G 3.1.2 Kohlenhydratquelle und Zuckersignal

Kohlenhydrat TM in mg | TRI-Alkaloid in| SDTRIin | TRIl-Alkaloide in | SD TRl in
pmol/g TM | Hmelig TM pmol/g TM | Hmelg TM
Start 50 2,91 0,78 2,55 0,69
Saccharose 170 2,24 0,65 11,47 1,52
Fructose + Glucose 110 1,26 0,53 13,27 1,48
Fructose 90 2,16 0,26 11,83 2,90
Glucose 140 2,96 0,16 9,69 0,00
3-0O-Methylglucose 70 1,05 0.23 9,56 0,74
Mannose 80 1,41 0,39 19,31 3,88
Sorbitol 70 1,28 0,27 12,92 0,20

Tabelle G.12 Kohlenhydratvariation, 4-tdgige Kultivierung (hairy roots)

Zum Zeitpunkt des Umsatzes waren die Kulturen 14 d alt. Die Kohlenhydratkonzentration
im Medium betrug 100 mM, bei der Kombination Glucose/Fructose jeweils 50 mM. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Bestimmungen und in Abbil-
dung C.18 dargestellt. In den Spalten SD TRI und SD TRII sind die Standardabweichun-
gen der TR-Alkaloide angegeben.
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Kohlenhydrat +/- TM in mg | TRI-Alkaloid in | SDTRIin | TRII-Alkaloide | SD TRIlin
Hexokinaseinhibitor pmolig TM | HmolgT™ | in umol/g TM | Hmolig TM
Inhibitor allein 90 0,82 0,08 6,67 1,98
Saccharose - 170 2,24 0,65 11,47 1,52
Saccharose + 170 0,89 0,02 9,81 2,01
Mannose - 80 1,41 0,39 19,31 3,88
Mannose + 70 3,89 0,13 13,12 2,09
3-O-Methylglucose - 70 1,05 0,23 9,56 0,74
3-O-Methylglucose + 70 0,90 0,04 13,20 0,89
Sorbitol - 190 1,28 0,27 12,92 020
Sorbitol + 160 3,16 1,05 22,20 2,91

Tabelle G.13 4-tdgige Kultivierung von hairy roots auf unterschiedlichen Kohlenhydrat-
quellen, mit und ohne Hexokinaseinhibitorzusatz

Zum Zeitpunkt des Umsatzes waren die Wurzelkulturen 14 d alt. Die Kohlenhydratkon-
zentration im Medium betrug 100 mM, die des Hexokinaseinhibitors10 mM. Die angege-
benen Werte sind Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Bestimmungen und in der Abbildung
C.19 dargestellt. In den Spalten SD TRI und SD TRII sind die Standardabweichungen der
TR-Alkaloide angegeben.

Kohlenhydrat +/- TM in mg| TRI-Alkaloid | SD TRIin | TRII-Alkaloide | SD TRllin
Kalziumkanalblocker in pmol/g TM | HMolg TM | in ymol/g TM | Hmolig TM
Saccharose 320 1,13 0,28 13,69 2,65
+ Verapamilhydrochlorid 210 1,19 0,09 7,10 0,29
Sorbitol 190 1,72 0,20 15,77 0,99
+ Verapamilhydrochlorid 210 0,94 0,06 9,11 1,95

Tabelle G.14 4-tdgige Kultivierung von hairy roots auf unterschiedlichen Kohlenhydrat-
quellen, mit und ohne Kalziumkanalblockerzusatz

Zum Zeitpunkt des Umsatzes waren die Wurzelkulturen 14 d alt. Die Kohlenhydratkonzen-
tration im Medium war 100 mM, die des Kalziumkanalblockers 0,4 mM. In den Spalten SD
TRI und SD TRII sind die Standardabweichungen der TR-Alkaloide angegeben.

G 3.1.3 Elicitoren

Kultivierung | Inkubations- | TRI-Alkaloid | SD TRIin |TRII-Alkaloide| SD TRilin

dauer in d in pmol/g TM | *™oVa ™ 15 imol/g TM | Hmolig TM
Kontrolle 2,05 0,14 13,23 2,52
EtOH 1 1,56 0,11 11,67 3,51
MeJA 1,07 0,03 7,11 2,69
ABA 1,72 0,12 9,65 2,11
Kontrolle 2,05 0,23 13,19 2,74
EtOH 2 2,07 0,46 9,15 2,25
MeJA 2,30 0,19 7,05 3,05
ABA 1,31 0,18 7,45 2,52

Tabelle G.15 Inkubation mit Signalstoffen (hairy roots)

Zum Zeitpunkt des Umsatzes waren die Kulturen 14 d alt. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Bestimmungen und in Abbildung C.20 dargestellt. In
den Spalten SD TRI und SD TRII sind die Standardabweichungen der TR-Alkaloide an-
gegeben.
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G 3.1.4 Phytohormone

Kohlenhydrat + | TM in mg | TRI-Alkaloid in| SD TRIin [TRII-Alkaloide in | SD TRilin
Phytohormon pmol/g TM umol/ig TM pmol/g TM pmol/ig TM
Saccharose 160 1,01 0,03 12,47 2,55
+ Auxin IBA 230 1,44 0,38 7,91 1,06
+ Cytokinin BA 220 2,01 0,55 10,90 3,67
Sorbitol 90 4,38 0,83 14,98 1,05
+ Auxin IBA 180 3,70 1,34 21,83 5,30
+ Cytokinin BA 200 2,89 0,55 17,48 4,62

Tabelle G.16 4-tdgige Phytohormoninkubation (hairy roots)

Zum Zeitpunkt des Umsatzes waren die Kulturen 14 d alt. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Bestimmungen und in Abbildung C.21 dargestellt. In
den Spalten SD TRI und SD TRII sind die Standardabweichungen der TR-Alkaloide an-
gegeben.

G 3.2 Umgebungsfaktor Licht

Kultivierung | Alter in [TM in mg| TRI-Alkaloid | SD TRIin | TRIl-Alkaloide | SD TRilin
d in pmolig TM | Hmolg ™M | in umol/g TM | Hmolig TM
ohne Licht 14 110 1,69 0,50 14,81 2,09
Licht 210 2,09 0,22 18,47 2,43
ohne Licht 28 400 7,37 1,74 20,70 4,29
Licht 300 4,16 0,59 11,66 1,55

Tabelle G.17 Belichtung (hairy roots)

Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus 4-5 unabhangigen Bestimmungen und in
Abbildung C.22 dargestellt. In den Spalten SD TRI und SD TRII sind die Standardabwei-
chungen der TR-Alkaloide angegeben.
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