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Du wirst Tage verbringen

An denen Zéhne nicht knirschen
Deine Scheine ausreichen

Deine Schulden zu begleichen
Deine Augen nicht feucht sind

Du bekommst, was du brduchtest —
Es wird passieren

Ich hoffe du weifdt es!

[Du bist den ganzen Weg gerannt — THEES UHLMANN, Tomte]
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1 | Einleitung und Grundlagen

1  EINLEITUNG UND GRUNDLAGEN

1.1. Pflanzliche Phloroglucin-Derivate

Das dreiwertige Phenol Phloroglucin (1,3,5-Trihydroxybenzol) ist das strukturelle Grundgerist einer
Vielzahl von bedeutenden Naturstoffklassen, die ubiquitdr im Pflanzenreich, v.a. in Asteraceae, Cannaba-
ceae, Clusiaceae, Euphorbiaceae, Fagaceae, Hypericaceae, Myrtaceae, Rosaceae und Rutaceae sowie bei
Pilzen, marinen Lebewesen und Mikroorganismen zu finden sind™. Derivate des Phloroglucins sind ins-
besondere flr Pflanzen, die permanent an ihren Standort und die dort vorherrschenden Bedingungen
gebunden sind, wichtige phytochemische Stoffwechselprodukte. Diese werden entweder konstitutiv oder
als Reaktion auf akute duBere Umwelteinfliisse gebildet und dienen den Pflanzen zur Interaktion mit der
AuBenwelt, v.a. der Anlockung von Bestdubern durch Farb-/Duftstoffe, der chemischen Verteidigung gegen
Pathogene und Fressfeinde (Herbivoren) sowie dem Schutz vor UV-Strahlung und Verdunstung. Bezeichnet
werden derart funktionelle Metabolite als Sekundarstoffe, Sekundarmetabolite oder sekundare Pflanzen-
stoffe — Produkte des pflanzlichen oder mikrobiellen Sekundarmetabolismus, die nicht zwingend existen-
ziell fir den sie produzierenden Organismus sind, sondern ihm (Selektions-)Vorteile zum Uberleben am
Standort und bei der Vermehrung/Fortbestand bieten®. Im Gegensatz dazu ist der Primarstoffwechsel, der
generell in jedem einzelnen Organismus die Aufgabe lebensnotwendiger Prozesse wie Wachstum, Entwick-
lung und Energiehaushalt Gbernimmt, absolut essentiell und unentbehrlich.

In der Natur vorkommende Phloroglucin-Derivate zeichnen sich durch eine erstaunliche strukturelle
Diversitat aus (Abbildung 1.1). Die vielfaltigen Variationen kommen durch unterschiedliche Substitutions-
muster der Phenolgruppen und der unbesetzten, freien C-Atome am zentralen Grundkorper zustande.
Neben funktionellen Gruppen und einzelnen Heteroatomen kénnen zwischen einer und vier Kohlenstoff-
Seitenketten in Form von aliphatischen bzw. aromatischen Acylresten oder unterschiedlich langen und
verzweigten Prenylresten angeknlpft werden, z.T. unter Aufhebung des aromatischen Charakters des
Phloroglucins. Weiterhin sind Cyclisierungen angeknipfter Seitenketten hin zur Ausbildung benachbarter
Ringsysteme ebenso wie die Verbindung zu Uberbriickten Kafigstrukturen keine Seltenheit. Bis heute sind
mehr als 700 natirlich vorkommende Phloroglucin-Derivate bekannt®.
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Abbildung 1.1 Klassifizierung von natrlich vorkommenden Phloroglucin-Derivaten nach Kondensationsgrad, Verknipfung und
Substitutionsmuster (nach SINGH & BHARATEm) inkl. des allgemeinen Grundgeriistes monomerer und dimerer Phloroglucine
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Alle pflanzlichen Phloroglucin-Derivate werden phytochemisch zu der groen und sehr heterogenen
Naturstoffgruppe der Polyketide gezahlt. Sie entstehen nach dem Biosynthese-Schema des Acetat-Malonat-
Weges (,,Polyketidweges”) und werden enzymatisch durch sich wiederholende, decarboxylierende Claisen-
Kondensationen eines aktivierten Acyl-Starter-Molekils mit einem ebenfalls aktivierten Extender aufge-
baut®”\. Im Fall der Acylphloroglucine (APs), welche die gréRte Gruppe aller Phloroglucin-Derivate in Pflan-
zen ausmachen, ist die Startereinheit immer eine mit Coenzym A (CoA) veresterte Carbonsdure, meist
abgeleitet von einer Aminosaure. An deren reaktives Carbonyl-C-Atom wird von einer Typ lllI-Polyketid-
Synthase (Typ IlI-PKS), einer pflanzlichen Acyltransferase, die fiir die Bildung aromatischer Polyketid-Verbin-
dungen verantwortlich ist, in drei aufeinander folgenden Elongationsschritten jeweils eine durch Decarb-
oxylierung von Malonyl-CoA (seltener auch Methylmalonyl-CoA) gewonnene Acetyl-Verlangerungseinheit
kondensiert. Durch C—C-Verknlpfungen entsteht bei diesem sequenziellen Kohlenstoffketten-Aufbau ein
lineares B-Polyketoacyl-CoA als Zwischenstufe, welches dann in einer intramolekularen Dieckmann-Kon-

densation zum AP-Grundgerist cyclisiert’®?.
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Abbildung 1.2 Vereinfachtes Biosynthese-Schema von APs und AP-Derivaten. BPS: Benzophenon-Synthase; BUS: Isobutyrophenon-
Synthase; CHI: Chalkon-lsomerase; CHS: Chalkon-Synthase; CoAS: Coenzym A-Thioester; VPS: Isovalerophenon-Synthase; XS: Xan-
thon-Synthase

Die Struktur des eingesetzten, aktivierten Starter-Molekiils legt beim Polyketidweg bereits grundlegend
fest, zu welcher Naturstoffgruppe mit Phloroglucin-Grundgerist die Biosynthese fiihren kann (Abbildung
1.2). Ausgehend von kurzkettigen aliphatischen Ausgangsstoffen wie Isobutyryl-, Isovaleryl-, 2-Methyl-
butyryl-, Acetyl- oder Propionyl-CoA werden strukturell entsprechende C-Substituenten an Acylphloro-
glucinen erhalten, wahrend aromatische Acyl-Starter wie (Hydroxy-)Benzoyl-CoA zu dem Diphenylketon-
Grundgerist der Benzophenone fithren>*!. Diese stellen einerseits eine eigene Sekundarstoffgruppe dar,
fungieren auf der anderen Seite aber auch als eine Zwischenstufe in der Xanthon-Biosynthese. Durch einen
zusatzlichen enzymatischen Ringschluss, katalysiert durch eine Cytochrom P450-Oxidoreduktase, reagiert
das Benzophenon unter Ausbildung eines cyclischen Ethers weiter zum Dibenzo-y-pyron-Grundgerist der

[12-15]

Xanthone . Zwei weitere, ans Phloroglucin angelehnte Naturstoffgruppen kénnen ausgehend von

einem Phenylpropan-Derivat auf dem gemischten Polyketidweg gewonnen werden. Aus aktivierten Phenyl-
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propansauren wie beispielsweise Cinnamoyl-, p-Cumaroyl- oder Caffeoyl-CoA, die sich von den aromati-
schen Aminosauren (Phenylalanin oder Tyrosin) aus dem Shikimisdure-Weg ableiten, entstehen die natir-
lichen Chalkone (Benzylidenacetophenone). Kommt es im weiteren Verlauf durch eine Isomerase zu einem
intramolekularen Ringschluss zwischen dem Phloroglucin und der ungesattigten Seitenkette, so entsteht
mit dem Flavanon (2-Phenylchroman-4-on) die zentrale Grundstruktur aller Flavonoide!™*™8!,

Wie fur den Uberwiegenden GroRteil aller natlrlich vorkommenden Polyketide gilt typischerweise auch
im Fall der zuvor beschriebenen APs und davon abgeleiteten Derivate (Abbildung 1.2), dass ihre Grund-
strukturen in den Organismen, in denen sie gebildet werden, duRerst selten frei und unsubstituiert vorlie-
gen. Stattdessen stellen sie hauptsachlich phytochemische Zwischenstufen auf dem Biosyntheseweg hin zu
weitaus komplexeren Sekundarstoffen dar. Dabei werden die Grundgeriste mittels diverser Modifizie-
rungsreaktionen wie Hydroxylierungen, Glycosylierungen, Reduktionen/Oxidationen, Methylierungen, Pre-
nylierungen und Cyclisierungen strukturell zu den finalen Sekundarmetaboliten umgesetzt.

1.2.  Polycyclische polyprenylierte Acylphloroglucine

Anhand der nachtraglichen Veranderungen der zentralen chemischen Struktur eines Naturstoffes ist in
der Regel leicht nachzuvollziehen, von welchem Biosyntheseweg oder von welcher zentralen Vor-/Zwi-
schenstufe er sich ableitet. Es gibt jedoch in der Natur ebenso eine Fille von sekundaren Metaboliten, die
nicht nur einfache Modifizierungen durchlaufen, sondern mit Kombinationen bzw. mehrfach wiederholten
Reaktionen umgeformt werden. Aus den zuvor beschriebenen, chemisch eher einfach aufgebauten APs
geht mit den polycyclischen polyprenylierten Acylphloroglucinen (PPAPs) eine solche Naturstoffklasse
komplexer pflanzlicher Verbindungen hervor. Bis zum Jahr 2005 wurden erst 119 PPAPs aus Gattungen der
Hypericaceae und Clusiaceae sowie verwandten Pflanzenfamilien der Clusioid-Klade isoliert und strukturell
beschrieben. Diese Anzahl hat sich durch ein gesteigertes naturwissenschaftliches Interesse an diesen
Substanzen (siehe 1.2.1) bis heute mit annihernd 300 identifizierten Naturstoffen mehr als verdoppelt™.

PPAPs zeichnen sich durch eine faszinierende (stereo-)chemische Architektur aus — ein Bicyclo[3.3.1]-
nona-2,4,9-trion (deutlich seltener ein Bicyclo[3.2.1]octa-2,4,8-trion) als Gberbriickte Kernstruktur, deko-
riert mit sauerstoffhaltigen funktionellen Gruppen und unterschiedlichen Prenyl- und Acylresten®®?.
Anhand ihrer isomeren Formen werden alle bekannten PPAPs nach ihrem Substitutionsmuster in die
Typen A—C eingeteilt (Abbildung 1.3). Eine wichtige Rolle spielen dabei die Positionen der Acyl-Seitenkette
und eines asymmetrisch substituierten C-Atoms (Stereozentrum) im Bicyclus, in direkter Nachbarschaft zu
einem der beiden Briickenkopf-C-Atome. Befindet sich nach der von CIOCHINA & GROSSMAN'? vorgeschla-
genen Nomenklatur das stereogene C-Atom (C—8) unmittelbar neben der acylierten Brickenkopfposition
(C-1), so werden die Verbindungen dem am héaufigsten auftretenden Typ A zugeordnet. Beim Typ B, der
immerhin noch halb so haufig zu finden ist, wandert ausschlieRlich der Acylsubstituent vom Briickenkopf an
die vinyloge Position C-3. Der sehr selten auftretende Typ C hat hingegen das quartare Zentrum an Position
C—6, so dass es der Acylkette am Brlickenkopf-Atom (C-1) gegenliberliegt. Fir die Entstehung dieser drei
unterschiedlichen Arten von PPAPs werden keine zufilligen An-/Umlagerungsreaktionen am bicyclischen
Kern verantwortlich gemacht, sondern es wird eigens das postulierte Biosynthese-Schema, das im An-
schluss an die allgemeine Vorstellung ndher dargestellt wird (siehe 1.2.3), zur Erkldrung herangezogen.
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TypA

Ry = CHs, CsHg oder CipHy7

R, = Hoder C5Hg

R; = iso-Propyl, iso-Butyl, sec-Butyl, Phenyl, 3-(OH)C¢H, oder 3,4-(0OH),CgH3
R,= CHs, Rs = OH oder Ry, Rs = CH,CHRg

Re= H, C(CH3)=CH, oder C(CH5),0H

Abbildung 1.3 Strukturelle Einteilung von PPAPs (Typ A—C) anhand ihres bicyclischen Grundgeriistes

1.2.1. Bioaktivitdt und wissenschaftliches Interesse

Viele Vertreter der PPAP-Naturstofffamilie entspringen Pflanzen, die schon lange und traditionell zur
Behandlung von unterschiedlichen Beschwerden und Krankheiten eingesetzt werden. Das naturwissen-
schaftliche Interesse an den wirksamkeitsbestimmenden Bestandteilen in diesen Pflanzen bzw. ihren Zube-
reitungen ist daher nicht ganz neu und unbegriindet. Die Idee, einzelne Komponenten eines Sekundarstoff-
gemisches zu isolieren und als mogliche neue Arzneistoffe zu testen, ist dementsprechend auch beinahe
genauso alt wie die Wirkstoffforschung selbst. Durch immer weiter verbesserte Extraktions- und Analyse-
techniken sind folglich in den letzten Jahren immer mehr PPAPs entdeckt worden, und das pharmazeu-
tische Interesse an diesen Monosubstanzen mit ihren vermuteten, interessanten Bioaktivitaten stieg
nochmals mit der Aussicht, mogliche neue Arzneistoffe zu finden. Die vorangetriebene Strukturaufklarung
isolierter PPAPs und die anschlieBende Untersuchung ihrer pharmakologischen Eigenschaften zeigt in der
Tat grolRes klinisches Potential, da fiir sie bereits u.a. antibakterielle (selbst gegen MRSA), antiprotozoische
(gegen Malaria, Leishmaniose und Chagas-Krankheit), antikanzerogene, anti-neurodegenerative sowie auch
antivirale (gegen HIV und HBV) Aktivititen beschrieben sind. Eine ausfiihrliche, aktuelle Ubersicht der
nachweislich als signifikant bioaktiv getesteten PPAPs (Tabelle 1.1) sowie eine Sammlung ausgewahlter
Molekilformeln (Abbildung 1.4) sind auf den nachfolgenden Seiten illustriert. Einer der bekanntesten und
bioaktivsten Naturstoffe aus der Gruppe der PPAPs ist das Hyperforin (siehe 1.2.2) aus dem Echten Johan-
niskraut (siehe 1.4.1), welches Wirksamkeit bei unzadhligen, breit gefacherten Aktivitatstests zeigt und
sowohl als Bestandteil von apothekenpflichtigen als auch verschreibungspflichtigen Phytopharmaka und
Pflegeprodukten in Deutschland und Europa angewendet wird. Aufgrund seiner Sonderstellung und seiner
Relevanz in der Pharmakotherapie lohnt es sich, die Eigenschaften des Hyperforins im nachsten Abschnitt
detaillierter zu betrachten.
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Cambogin (B) Garciniellipton M (C) Garcinol (B)

Garsubellin A (A) Guttiferon F (B) Hyperatomarin (B) Hyperforin (A)

Hyperisampsin J (A) lalibinon C (B)

Plukenetion A (A) Propolon A (A) Symphonon C (B) Xanthochymol (B)

Abbildung 1.4 Strukturformeln ausgewdhlter, bioaktiver pflanzlicher PPAPs. (A/B/C): PPAP-Typ nach Grundgerist
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Tabelle 1.1 Ubersicht ausgewahlter, bioaktiver pflanzlicher PPAPs

Name (PPAP)

Biologische Aktivitat (Wirkung und Target)

Aristophenon A
Cambogin
Chamon |

7-epi-Clusianon

Clusianon

Coccinon A-H
Garcicowin C, D
Garcinialipton A-D
Garciniellipton FB
Garciniellipton FC
Garciniellipton F, I, L, M

Garcinol

Garsubellin A

Guttiferon A

Guttiferon A—F

Guttiferon B, E, G, H, K

Hyperascyron C, G

Hyperatomarin

Hyperattenin K

Hypercohin K

Hyperforin

Hyperguinon B

Hyperibon J, K, L

zytotoxisch
zytotoxisch
antibakteriell
antiviral (HIV)
antiprotozoisch
zytotoxisch
antiprotozoisch
zytotoxisch
zytotoxisch
zytotoxisch
antiprotozoisch
antiphlogistisch
antibakteriell
zytotoxisch
antioxidativ
zytotoxisch
antiphlogistisch
antidementiv
antimikrobiell
antioxidativ
antiviral (HIV)
zytotoxisch
zytotoxisch

antibakteriell
zytotoxisch

antiviral (HIV)
zytotoxisch
zytotoxisch
antidementiv
siehe 1.2.21
antioxidativ

zytotoxisch

(SW-480-Zellen; Darmkrebs)[B]
(HT-29 / HCT116-Zellen; Darmkrebs)?*!

(gegen Paenibacillus larvae und Paenibacillus a/vei)[zsl

(humane, HIV-1 infizierte C8166-T-Ze|len)[26‘27]

. . . - \[28,29
(gegen Trypanosoma cruzi und Leishmania amazonensis)®*®*

(HeLa-, MIA-PaCa-2-, MCF7-Zellen; Cervix-, Pankreas- und Brustkrebs)Bo]

(gegen Plasmodium falciparum FcBl)Bl]

(HT-29 / HCT116-Zellen; Darmkrebs)*”

(A549-, DU145-Zellen; Lungen-, Prostatakrebs)m]

(MCF-7-, Hep 3B-, HT-29-Zellen; Brust-, Leber-, Darmkrebs)[33]

(gegen Leishmanien)ml

(Hemmung von B-Glucuronidase- und Histamin-AusschUttung)[35’36]

(gegen MRSA)[37]

(Hemmung der Topoisomerasen | und II)BS]

(chemopréventiv als Radikalfanger)**™"

(MDA-MB-231 / BT-549-, BxPC-3 / Panc-1-, HL-60-Zellen; Brustkrebs,
Pankreaskarzinom, Leukémie)m_‘w

(Hemmung von B-Glucuronidase- und Histamin—AusschUttung)[45]

(Induktion der ChoIin-AcetyItransferase)[46]

(gegen Staphylococcus aureus, Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi und
. . . 1[28,47-49
Leishmania amazonensts)[ ’ !

(bei oxidativem Stress und als Radikalfénger)[sol

(gegen HIV-l)lSLSZ]

(A2780-, HT-29 / HCT116 / SW-480-Zellen; Ovarial-, Darmkrebs)?24%%>4

(HL60-Zellen; akute myeloische Leukémie)lss]

(gegen Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus und Bacillus subtilis)[56]

(LAMA-84 / K-562 / SKW-3-, U-266-, DOHH-2-, HD-MY-Z-, EJ-, MCF-7-Zellen;
Leukdmie, multiples Myelom, Non-Hodgkin-Lymphom, Hodgkin-Lymphom, Blasen-,
Brustkrebs)[57]

(humane, HIV-1 infizierte C8166-T-Ze|len)[58]

(HL-60-, A549-Zellen; Leukamie, Brustkrebs)[58]

(HL-60-, SMMC-7721-, A-549-, MCF-7-Zellen; Leukdmie, Leber-, Lungen-,
Brustkrebs)[59]

(Hemmung der Acetylcholinesterase)[59]

(bei oxidativem Stress und als Radikalfénger)[GH

(A549-, MCF-7-Zellen; Lungen-, Brustkrebs)m]
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Tabelle 1.1, fortgesetzt

Name (PPAP)

Biologische Aktivitat (Wirkung und Target)

Hyperisampsin H—-M
Hypermongon G
Hypersampson D—F
Hypersubon B
Hyperuralon C-D
lalibinon A-D
lalibinon E
Laxifloranon
7-epi-Nemoroson

Nemoroson

Nemoroson Il
Papuaforin A, C, D, E
Plukenetion A

Propolon A

Sampsonion A, |
Symphonon A-I

Vismiaphenon D

zytotoxisch
antiphlogistisch
antiviral (HBV)
zytotoxisch
antidementiv
antibakteriell
antioxidativ
antiviral (HIV)
zytotoxisch
antiviral (HIV)
zytotoxisch
antimikrobiell
antiprotozoisch
antibakteriell
zytotoxisch
antiviral (HIV)
antiviral (HIV)
antibakteriell
zytotoxisch
antiprotozoisch

antiviral (HIV)

(HL60 / NB40-Zellen; Leukémie)[SZ]

(Hemmung von NO—Produktion)[63]

(Inhibierung des Virus-Antigens)[64]

(Hela-, Ecal09-, HepG2-, A549-Zellen; Cervix-, Osophagus-, Leber, Lungenkrebs)les]

(Hemmung der Acetylcholinesterase)[66]

(gegen Bacillus cereus, Staphylococcus epidermidis und Micrococcus Iuteus)[m

(bei oxidativem Stress und als Radikalféinger)[su

(gegen ZeIIinfizierung)[68]

(LNCaP-Zellen; Prostatakrebs)[sgl

(humane, HIV-1 infizierte C8166-T-Ze|Ien)[26‘47’70]

(Jurkat-, MCF-7 / MDA-MB-231-, PC-3-, Hela-, MIA-PaCa-2 / Capan-1/ AsPC-1-,
Hep-2-Zellen; Leukamie, Brust-, Prostata-, Cervix-, Pankreas-, Kehlkopfkrebs)[ao'n_m

(u.a. gegen Staphylococcus aureus)”sl

(gegen Plasmodium falciparum und Trypanosoma cruzi)W]

(gegen Paenibacillus larvae und Paenibacillus a/vei)[25]

(KB-Zellen; Cervixkrebs)m]

(gegen HIV-l)[7O]

(humane, HIV-1 infizierte C8166-T-Zellen)*®

(gegen Streptomyces chartrensis und Streptomyces vio/ochromogenes)m

(P388-Zellen; Leukémie)[78]

(gegen Plasmodium falciparum)m]

(gegen HIV-l)[SO]

Xanthochymol = antibakteriell (gegen MRSA)[37]

= zytotoxisch (Hemmung der Topoisomerasen | und II)BS]

» zytotoxisch (SW-480 / HCT116 / HT29-Zellen; Darmkrebs)?>*!
1.2.2. Hyperforin

Das dulSerst lipophile und instabile PPAP Hyperforin ist ein natirlich vorkommender Pflanzensekundar-
stoff, der bereits in den 1970er Jahren aus dem Echten Johanniskraut (Hypericum perforatum L.; siehe
1.4.1) isoliert und identifiziert wurde®#?. Es ist der Hauptinhaltsstoff von H. perforatum und gehért struk-

turell zu den PPAPs vom Typ A. Hyperforin akkumuliert im &dtherischen Ol von H. perforatum, und zwar

sowohl in den durchscheinenden Olbehiltern der vegetativen Blatter als auch verstérkt in durchscheinen-

den Kanalen der Bliten und Friichte

[83,84]

. Uber die zeitliche Entwicklung der Pflanze hinweg steigt mit

zunehmendem Alter auch der durchschnittliche Hyperforingehalt im Echten Johanniskraut an, bis er ein

Maximum in den unreifen Friichten mit bis zu 8,5% des Trockengewichts ausmacht®®®¢. Neben Hyperforin

kommen mit dem Derivat Adhyperforin und den postulierten Vorstufen Hyperfirin und Adhyperfirin noch
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weitere strukturverwandte PPAPs vor, die jedoch mengenmaRig kein bedeutendes AusmaR in der Pflanze
bzw. deren Extrakten einnehmen'®. AuRerdem sind noch weitere PPAPs, die strukturell Oxidationspro-
dukte des thermolabilen, oxidationsempfindlichen und photosensiblen Hyperforins darstellen, beschrie-
ben®® Es ist jedoch zweifelhaft, ob derartige Derivate wie beispielsweise Furohyperforin wirklich genuin
im Johanniskraut vorkommen oder als Abbauprodukte des Hyperforins erst wahrend der Extraktion aus

dem Pflanzenmaterial oder bei der Lagerung entstehen”.

Strukturformel Wirkung Quelle

antidepressiv [91-95]

antibakteriell (76,96-99]

[100-103]

neuroprotektiv 91,104-106]

() [107-109]

_[
_[
—[ antiinflammatorisch
_[
_[

antiproliferativ

[110-113]

[109,114]

[107,115-117]

_[
—[ antimetastatisch
_[

Y
antitumoral

proapoptotisch

[118-120]

—[ antiangiogenetisch
Hyperforin —[ larvizid / antiplasmodisch

[90,121,122]

]

)

]

)

]_
antileukdmisch ]

)

)

)

)

]

[123]

L

anti-autoimmun

Abbildung 1.5 Ubersicht nachgewiesener Hyperforin-Bioaktivitdten (in vitro und in vivo)

Nach zahlreichen Untersuchungen von Johanniskraut-Extrakten auf deren pharmazeutisch wirksame
Bestandteile wird Hyperforin heutzutage in vielerlei Hinsicht als der wichtigste und potenteste Inhaltsstoff
genannt. Sein vielfaltiges pharmakologisches Potential (siehe Abbildung 1.5 und dort erwdhnte Original-
literatur) wird hauptsachlich in der Anwendung von Johanniskraut-Extrakten bei leichter bis mittelschwerer
Depression ausgeschopft. Antriebslosigkeit, gebremstes Empfinden von Freude und Hoffnung sowie
emotionale Anteilnahmslosigkeit sind typische Symptome dieser psychischen Erkrankung, die multifakto-
riell ausgeldst wird, jedoch immer mit einer Verarmung an sowie einem entgleisten Zusammenspiel und
einer gestorten Signallibertragung von Neurotransmittern (NTs; ,,Monoamin-Mangel-Hypothese“) zusam-
menhéngt[124]. Nachdem anfanglich falschlicherweise Hypericin flir die antidepressive Wirkung von Johan-

(1251 L onnte um die Jahrtausendwende der Beweis er-

niskraut-Extrakten verantwortlich gemacht wurde
bracht werden, dass stattdessen —wenn auch nicht ausschliellich — Hyperforin die antidepressive Kompo-
nente ist™?. Bis heute beweisen zahlreiche darauf aufbauende Untersuchungen mit reinem Hyperforin an
Zellkulturmodellen und (isolierten) neuronalen Geweben, dass die einzigartige Wirkung hochspezifisch tber
eine Interaktion mit dem nichtselektiven lonenkanal TRPC6 (engl. transient receptor potential channel)
vermittelt wird. Durch ligandengebundene Aktivierung dieses TRPC6 kommt es zum loneneinstrom von Na*
und Ca®" in Nervenzellen, wodurch die intrazelluldren Konzentrationen beider lonen ansteigen. Als ent-
scheidende Folge davon verringert sich der transmembranire Na'-Gradient, der eine treibende Kraft der
unspezifischen Wiederaufnahme von NTs aus dem synaptischen Spalt ist™?’*%, weil im Gegensatz zum
Mechanismus synthetischer, nicht-selektiver Monoamin-Wiederaufnahmehemmer (engl. non selective
monoamine reuptake inhibitor, NSMRI) also nicht-kompetitiv spezifische NT-Transporter prédsynaptisch
blockiert werden, wirkt sich der auBergewodhnliche Hyperforin-Effekt auf ein viel breiteres Spektrum an NTs
aus®!. Die Konzentrationen von Serotonin, Noradrenalin, Dopamin, y-Aminobuttersdure (GABA) und
L-Glutamat im synaptischen Spalt werden gleichermaRen beeinflusst, was in einem komplexen Zusammen-
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spiel nachfolgend zu adaptiven Verdnderungen (u.a. postsynaptische Rezeptordichte und Signaltrans-
duktionsmechanismen) fuhrt und letztlich die antidepressive Wirkung bedingt. Da allerdings auch Hyper-

301331 uss vom derzeiti-

forin-armen Johanniskraut-Extrakten ein antidepressiver Effekt nachzusagen is
gen Stand der Forschung immer noch davon ausgegangen werden, dass Hyperforin zwar entscheidend,
aber letztlich nur im Zusammenspiel mit anderen Sekundarstoffen im Gesamtextrakt des Johanniskrauts fur
die Wirkung als Antidepressivum verantwortlich ist.

In mikrobiellen Untersuchungen weist Hyperforin ausgepragte antibakterielle Eigenschaften gegen
grampositive Bakterien — darunter sogar multiresistente Problemstamme wie MRSA — auf, was einen Erkla-
rungsansatz flir den traditionellen Einsatz von Johanniskraut-Extrakten bei duferlichen Verletzungen wie
Brand-, Schnitt- und Schirfwunden bietet. Dazu wird sich zusatzlich auch die entziindungshemmende Wirk-
qualitdt von Hyperforin, die sich auf eine Hemmung der proinflammatorischen Enzyme Cyclooxygena-
se-1 (COX-1) und Arachidonat-5-Lipoxygenase (5-LO) zuriickfiihren lasst, in topischen Johanniskraut-Zube-
reitungen bei entziindlichen Hauterkrankungen (z.B. atopisches Ekzem, chronische Dermatitis) zunutze
gemacht. Weiterhin ahmt Hyperforin iber den erhéhten Ca**-Einstrom die zentralnervésen, neurotrophen
Effekte von Nerven-Wachstumsfaktoren (NGF und BDNF) nach, verringert Astrogliose und die Aktivierung
von Mikroglia-Zellen, kann die Aktivierung vom neurotoxischen Amyloid-Vorlauferprotein (engl. amyloid
precursor protein, APP) vermindern und ist sogar fahig, in vitro senile Plaques des B-Amyloid-Peptids
abzubauen. All diese neuroprotektiven Wirkungen machen Hyperforin zu einer duBerst interessanten,
moglicherweise zukiinftigen Behandlungsoption neurodegenerativer Erkrankungen wie beispielsweise der
Alzheimer-Krankheit. Darlber hinaus ist Hyperforin ein duBerst potenter antitumoraler Wirkstoff, der an
vielen isolierten Zelllinien, aber auch in vivo in Tierversuchen sein Potential als Zytostatikum bewiesen hat.
Durch Unterdriickung von Tumor-bedingter Angiogenese und Induktion von Apoptose in entarteten Zellen
wirkt es antiproliferativ. und hemmt sowohl das Krebswachstum als dass es auch die Metastasierung
einschrianken kann. Aufgrund der antiproliferativen Eigenschaften, gepaart mit der antientziindlichen
Wirkkomponente, befinden sich Hyperforin-haltige Formulierungen ebenfalls in der Erforschung neuer
Therapieoptionen bei Psoriasis und verwandten Dermatitisformen. Auller den genannten Charakteristika
wurden in einzelnen Studien noch eine gute Wirksamkeit von Hyperforin und einigen seiner Analoga gegen
den Malaria-Erreger Plasmodium falciparum und gegen Larven der Gemeinen Stechmiicke entdeckt.

0 H 0.
n 9 ﬂ HOJK/ n
1 i ) 1 1 S 1
s % 2T 5 0T : Y3
5 8: o £ 8 ‘bH g 8 o) £ 8: o
JIRN T8 T8 TN

Hyperforin Tetrahydrohyperforin Octahydrohyperforin Aristoforin

Abbildung 1.6 Hyperforin und hydrophilere, semisynthetische Hyperforin-Derivate

Bei all den positiven Anwendungsbeispielen treten problematischer Weise jedoch auch Schwierigkeiten
in der Anwendung und der Verfligbarkeit auf. Wegen seiner hohen Lipophilie ist Hyperforin schlecht |6slich
in pharmazeutischen/therapeutischen Tragersystemen (fest/halbfest/fllissig), und seine stabilitatsrelevante
Anfalligkeit gegeniiber Warme, UV-Licht, Sauerstoff und unpolaren Losemitteln erschwert es, Hyperforin-
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haltige Zubereitungen einfach in die Therapie einzubringen. Um diese Hirde zu umgehen, werden inzwi-
schen auch stabilere und hydrophilere, semisynthetische Derivate wie Aristoforin und Tetra- oder Octa-
hydrohyperforin auf ihre pharmakologischen Wirkeigenschaften untersucht und mit Hyperforin vergli-
chen®9713413] Eine weitere Schwierigkeit ergibt sich aus der Tatsache, dass Hyperforin ein potenter Ligand
am Pregnan-X-Rezeptor (PXR) ist, der die Transkription von Xenobiotika-metabolisierenden Enzymen regu-

liert!136-138]

. Durch Aktivierung wird die Expression von Genen fiir derartige Biotransformationsenzyme
(v.a. CYP3A4), aber auch Transporter-Proteine (v.a. P-Glycoprotein = MDR1) induziert, die einen GroRteil
korperfremder Stoffe umsetzen und deren Verfiligbarkeit im Organismus und am Bestimmungsort herab-

setzen[m]

. Dadurch entsteht ein immenses Interaktionspotential zwischen Hyperforin und anderen co-
applizierten Arzneistoffen, die als Enzymsubstrate (ber CYP3A4 metabolisiert werden (z.B. Immunsuppres-
siva, Zytostatika). Als Folge der Enzyminduktion kann es zu einer drastischen Reduktion der Plasmaspiegel
betroffener Arzneistoffe und folglich bis zum lebensbedrohlichen Therapieversagen kommen™*?. Derartige
Wechselwirkungen dirfen daher bei einer Anwendung Hyperforin-haltiger Formulierungen, gerade auch

bei Gabe als Co-Medikation im Rahmen einer kombinierten Therapie, niemals aulRer Acht gelassen werden.

1.2.3. Biosynthese polycyclischer polyprenylierter Acylphloroglucine

Die Biosynthese aller PPAPs verlauft, ausgehend vom Polyketid-Grundgerist der APs, Gber die Zwischen-
stufe der zunachst weniger komplex aufgebauten monocyclischen (poly-)prenylierten Acylphloroglucine
(MPAPs) — eine Gruppe von Sekundarstoffen, die hauptsachlich in den Pflanzenfamilien der Cannabaceae
und Myrtaceae zu finden sind??. Als bekannteste Vertreter gelten die a- und B-Hopfensauren aus Humulus
lupulus L. (Cannabaceae), die als Bestandteil von Hopfen-Extrakten vornehmlich wegen deren sedierender
Wirkung bei Einschlafproblemen und nervéser Unruhe sowie ihrer 6strogenartigen Wirkung bei menopau-
salen Beschwerden pharmazeutisch Anwendung finden™!. Dariiber hinaus werden die einzelnen Hopfen-
sauren wegen ihrer antimikrobiellen und chemopraventiven Aktivitat in der Krebstherapie untersucht, und
fiir die Bier-Brauindustrie sind die a-Hopfensauren unersetzlich, weil die wahrend des Brauprozesses aus
ihnen entstehenden iso-a-Sauren fiir den herben Geschmack des Bieres sorgen**™44.

Die Bildung von MPAPs in Hopfen kann aufgrund ihrer umfangreichen Untersuchung in den letzten
40 Jahren als Modellmechanismus stellvertretend fir deren generelle Biosynthese herangezogen werden
(Abbildung 1.7). Mittels radioaktiv markierter Vorstufen war es bereits frih moglich, die Formulierung des
Polyketid-Grundgertistes durch Kondensation von Isobutyryl-, Isovaleryl- oder 2-Methylbutyryl-CoA mit drei

[145-198] "Ein folgender, enzymatisch katalysierter Ringschluss des inter-

Molekilen Malonyl-CoA aufzukldren
medialen, offenkettigen Tetraketids Gber eine intramolekulare Dieckmann-Reaktion konnte ebenfalls durch
Untersuchungen pflanzlicher Polyketid-Synthasen gezeigt werden™®%% |m weiteren Verlauf der Biosyn-
these werden durch prenylierende Enzyme (siehe 1.3) nacheinander zwei Molekiile Dimethylallyldiphos-
phat (DMAPP) an die so entstandene AP-Struktur angeknipft, und zwar an beide unsubstituierte C-Atome

(901511331 ApschlieBend wird durch erneute enzyma-

des Aromaten unter Ausbildung von C-C-Bindungen
tische Addition eines weiteren Substituenten das aromatische System des diprenylierten MPAP aufgelost.
Dies geschieht entweder mittels einer zusatzlichen Hydroxylgruppe, wodurch die Biosynthese zu den Hu-
mulonen (a-Hopfenséuren) fuhrt™* oder tber Ankniipfung einer weiteren, dritten Isopreneinheit, was

schlieRlich die Lupulone (B-Hopfensduren) hervorbringt.
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Abbildung 1.7 Biosynthese-Schema der Hopfensduren als Vorstufen von PPAPs. AS-PT: aromatische Sekundarstoffwechsel-Prenyl-
transferase; CoAS: Coenzym A-Thioester; DMAPP: Dimethylallyldiphosphat; PKS (Typ Ill): Typ llI-Polyketid-Synthase; OPP: Diphos-
phatrest

Es ist mehrfach postuliert und derzeit vom wissenschaftlichen Standpunkt aus anerkannt, dass sowohl
die PPAPs vom Typ A als auch vom Typ B Uber eine gemeinsamen MPAP-Vorstufe, dhnlich den B-Hopfen-

sduren (siehe oben), gebildet werden!"? 263651531

. Durch einen nukleophilen Angriff einer der beiden
geminalen Prenyl-Gruppen an das C—1-Atom eines Molekils DMAPP wird unter Bildung eines Carbokations
ein weiterer Prenylrest angelagert. Diese instabile Zwischenstufe reagiert durch einen nukleophilen Angriff
des C—1‘- (fir Typ A) oder des C-5‘-Enols (fiir Typ B) in einem intramolekularen Ringschluss zum Uberbriick-
ten System der PPAPs und generiert die fiir Typ A und B charakteristisch substituierten Bicyclen (Abbildung
1.8). Die Bildung der PPAPs vom Typ C geht dem gegenlber von einer MPAP-Struktur aus, bei der ein
gleichzeitig acyliertes und prenyliertes C-Atom vorliegt. Durch eine Anlagerung von DMAPP an den Prenyl-
rest dieses C-Atoms entsteht auch hier ein Carbokation, das nach Angriff des C—1‘ auf die positiv geladene
Seitenkette zum entsprechenden bicyclischen Grundgeriist reagiert. Alle Typen von PPAPs werden dabei
ebenso wie bereits die MPAPs unter dem katalytischen Einfluss von speziellen Prenyltransferasen (PTs;
siehe 1.3) biosynthetisiert. Oft unterliegen PPAPs im Anschluss noch weiteren, sekundaren Ringschlissen
unter Beteiligung der Seitenketten und kénnen so unter Ausbildung von angelagerten Pyran-/Dihydrofuran-
Ringen gleichsam wie mit zusitzlichen Uberbriickungen zu Adamantan-dhnlichen Kafigstrukturen weiter

biosynthetisch verindert werden!861%"]

. Trotz der vorhergesagten Mechanismen bleiben jedoch die
Biosynthesen der PPAPs letztlich Vorhersagen, da bis zu diesem Zeitpunkt fiir keinen dieser Naturstoffe
(auch nicht fur Hyperforin) die Biosynthese durch Entdeckung und Charakterisierung aller daran beteiligten

Enzyme (siehe u.a. 1.3) und Zwischenstufen komplett aufgedeckt ist.
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Abbildung 1.8 Angenommene Biosynthesewege der unterschiedlichen Grundgerist-Typen von PPAPs (Typ A—C) aus MPAPs

1.3. Prenylierende Enzyme

Enzyme, die im Terpenstoffwechsel beheimatet sind und an der Synthese oder dem Transfer von (Oli-
go-)Prenyldiphosphaten (Isoprenreste/-einheiten) auf Akzeptor-Molekile beteiligt sind, werden in die
groRe und heterogene Familie der Prenyltransferasen (PTs) eingruppiert™®**°. Sie sind in allen Organismen
weit verbreitet und zeichnen sich durch ihre bedeutenden biologischen Funktionen im Metabolismus aus.
Es gibt mehrere Wege, PTs zu unterscheiden und einzuteilen — die verbreitetste Methode richtet sich nach
der Struktur der Substrate, auf die Isoprenreste Ubertragen werden. Unterschieden werden folglich

= aliphatische/kettenverlingernde PTs (Oligoprenyl-Synthasen, welche die Kondensation allylischer
Diphosphate miteinander katalysieren (Kohlenstoffkettenverlangerung), und Terpen-Cyclasen/-Syn-
thasen, die intramolekulare Ringschlisse katalysieren)

= Protein-PTs (prenylieren im Rahmen der posttranslationalen Modifikation Cystein-Reste nahe dem
C-Terminus von Zielproteinen mit FPP oder GGPP zur Verankerung in Biomembranen)

= PTs, die funktionelle Gruppen/Hetero-Atome prenylieren (inkl. Cytokinin- und Chlorophyll-Syntha-
sen) und

= aromatische PTs (Ubertragen Isoprenreste auf aromatische Substrate).

Die Enzyme Gbernehmen unterschiedlichste Aufgaben sowohl im Primar- als auch dem Sekundarmetabolis-
mus!? 97183 piejenigen PTs, die mit der Biosynthese von PPAPs (siehe 1.2.3) und anderen prenylierten
APs in Pflanzen in Verbindung gebracht werden und dementsprechend bedeutungsvoll fiir die vorliegende
Arbeit sind, finden sich dieser Einteilung folgend in der Gruppe der aromatischen PTs wieder (Abbildung
1.9).
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Wahrend die aromatischen PTs des Primdrmetabolismus ubiquitdr an der Bildung von Elektroneniber-
tragern der Atmungskette (Ubichinon, Plastochinon) und verschiedenen Vitaminen (u.a. Vit. K, = Menachi-
non, Vit. E= Tocopherole) beteiligt sind*®, finden sich die aromatischen Sekundarstoffwechsel-Prenyl-
transferasen (AS-PTs) nur in Bakterien, Pilzen und Pflanzen — denjenigen Lebewesen, die zum Sekundar-
metabolismus befahigt sind. In Bakterien und Pilzen prenylieren sie dabei aromatische Substrate im Rah-
men der Biosynthese von wichtigen Sekundarstoffen (z.B. antibakterielle Aminocumarine wie Clorobiocin
und Novobiocin, Indol-Alkaloide wie Ergotamin)™®**®*¥”] Dariiber hinaus spielt die enzymatische Prenylie-
rung durch AS-PTs besonders in Pflanzen eine bedeutende Rolle, sowohl in der Biosynthese als auch der
Derivatisierung von Naturstoffen. Dabei wird durch die Anknlipfung von Isoprenresten an strukturell unter-
schiedliche aromatische Grundgeriste (u.a. Acylphloroglucine, Flavonoide, Xanthone, Phenylpropane und
Cumarine) eine Vielzahl an aromatischen bzw. dearomatisierten sekundaren Inhaltsstoffen generiert
(siehe Abbildung 1.10) — gerade auch dank zuséatzlicher Variation in der Kettenldange und der Anzahl ange-
hangter Prenyleinheiten, woraus sich allein mehr als 1.000 prenylierte Flavonoide aus Pflanzen ableiten™®.

Obwohl viele Strukturen von Produkten pflanzlicher AS-PTs genauso wie die Biosynthese Uber eine PT-
vermittelte, enzymatische Katalyse bereits lange bekannt sind, wurden bisher nur wenige dieser preny-
lierenden Enzyme aus Pflanzen auf molekularer und biochemischer Ebene untersucht und publiziert. Die
molekulargenetische Entdeckung der ersten pflanzlichen AS-PT wurde erst in diesem Jahrtausend verof-
fentlicht™™®®. Seitdem folgten zu dieser sparlich erforschten Enzymfamilie nur wenige Veréffentlichungen

und Charakterisierungen weiterer Vertreter!!*>52169-177]

. Entgegen dem geringen Erfahrungsschatz an
AS-PTs und ihrer Rolle in Biosynthesen von Sekundarstoffen steht das groRBe medizinische Interesse an
prenylierten Naturstoffen (wie beispielsweise dem PPAP Hyperforin; siehe 1.2.2). Viele von ihnen zeigen
namlich in Untersuchungen vielversprechende Bioaktivitdten, konnen aber aufgrund begrenzter Verfligbar-
keitsmengen nur schwerlich weiter erforscht und schlieBlich klinisch zunutze gemacht werden. Daher ist die
Charakterisierung von AS-PTs eine grundlegende Notwendigkeit, um die natirliche Bildung prenylierter

Inhaltsstoffe besser zu verstehen und sich die Enzyme gentechnisch zuganglich zu machen.

Prenyltransferasen
(PTs)

Enzymfamilie:

PTs fir
Protein-PTs funktionelle
Gruppen

aliphatische

Einteilung nach Substrat: PTs

cis-/trans- Primarstoff-

funktionelle Zugehorigkeit: PTe Terpen-PTs wechsel-PTs

Abbildung 1.9 Einteilung von Prenyltransferasen
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Abbildung 1.10 Beispiele pflanzlicher AS-PTs mit ihren katalysierten Reaktionen

AS-PTs reprdsentieren mit ihrer Aktivitdt einen wichtigen Schnittpunkt zwischen allen pflanzlichen Bio-
synthesewegen: Viele (Zwischen-)Produkte des Shikimisdure- oder Polyketidweges dienen als aromatische
Prenylakzeptoren fiir Kohlenwasserstoffketten, die dem Isoprenstoffwechsel entspringen. Diese von AS-PTs
als Prenyldonor akzeptierten Isopreneinheiten leiten sich alle vom einfachsten Prenyldiphosphat Dimethyl-
allyldiphosphat (DMAPP) ab, welches zusammen mit seinem Strukturanalogon Isopentenyldiphosphat
(IPP) als Grundbaustein in der Terpenbiosynthese zu finden ist (Abbildung 1.11). DMAPP/IPP kann auf zwei
unterschiedlichen Stoffwechselwegen biosynthetisiert werden, die in unterschiedlichen Zellkompartimen-
ten ablaufen. Uber den im Cytoplasma aller Organismen ablaufenden Mevalonsiure-Weg wird IPP aus drei
Molekilen Acetyl-CoA aufgebaut und durch eine Isomerase entsteht mittels Umlagerung letztlich DMAPP.
Alternativ existiert in Pflanzen, Bakterien, Algen und manchen Protozoen der Methylerythritolphosphat-
Weg, der in Plastiden stattfindet. Bei dieser Biosynthese wird aus Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat
eine gemeinsame Vorstufe gebildet, aus der durch Einfluss der IPP/DMAPP-Synthase sowohl DMAPP als

[178-181]

auch IPP hervorgehen . In sogenannten Kopf-Schwanz-Reaktionen kénnen aus diesen Cs-Bausteinen

Uber 1°-4-Verknipfungen lineare, ungesattigte, oligomere Isopren-Verbindungen (Geranyldiphosphat
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(GPP) = Cy, Farnesyldiphosphat (FPP) = C;5 etc.) entstehen, welche durch AS-PTs als Seitenketten an Aro-
maten kondensiert werden kénnen oder als Vorldaufer der Mono-, Sesqui-, Di-, Tri-, Tetra- und schlieBlich
Polyterpene fungieren.

Mevalonsdure-Weg Methylerythritolphosphat-Weg

Pyruvat +
Glycerinaldehyd-3-phosphat
¥

1-Desoxy-D-xylulose-
5-phosphat

3 Acetyl-CoA

3-Hydroxy-3-methyl-
glutaryl-CoA (HMG-CoA)
¥

¥
3 2C-Methyl-D-erythritol-
Mevalonsaure 4-phosphat (MEP

Mevalonsaure-

(E)-4-Hydroxy-3-methylbut-
5-diphosphat .

2-enyldiphosphat

)\/\OPP -

Isopentenyldiphosphat (IPP)

\

Abbildung 1.11 Unterschiedliche Biosynthesewege von DMAPP

1.4. Johanniskrauter — Hypericum

Zu der pflanzlichen Familie der Johanniskraut- bzw. Hartheugewachse (Hypericaceae) gehort die
Gattung der Johanniskrauter (Hypericum), zu der knapp 500 unterschiedliche Arten Krauter, Straucher und
auch wenige Biume zihlen™®. Sie kommen nahezu weltweit verteilt vor mit einer Préavalenz fir die ge-
maBigten Zonen der nordlichen Hemisphare, wo ihre Standorte vornehmlich in Flach- bzw. Hochland-
gebieten —und nur in tropischen Wachstumsgegenden an héher gelegenen Vegetationsorten (wie z.B. in
den Anden) — zu finden sind (Abbildung 1.12).

Der lateinische Eigenname Hypericum leitet sich von der volksmedizinischen und apotropdischen
Verwendung der Johanniskrduter in der Antike ab. Als erstes tauchte er im zweiten Jahrhundert v.Chr. als
Lurtepetkwv” = Upereikon bei Nikandros aus Kolophon (Alexipharmaka) auf. Spater wurde er dann im ersten
Jahrhundert n.Chr. von Dioskurides (Materia medica) erwahnt. AuBerdem erschien der Name in De codicis
Dioscuridei Aniciae lulianae, wo Johanniskraut als Schmuck von Gotterbildnissen dargestellt wurde. Diese
Dekoration hatte einen tieferen, spirituellen Hintergrund: Der Name Upereikon wurde damals denjenigen
Pflanzen gegeben, die zur Vertreibung boser Geister lber (,urmep”) religiose Abbilder (,ewkwv” = lkone)
gehangt wurden. Johanniskraut mit seinen leuchtend hellen, sonnengelben Bliten und unzahligen Staub-
blattern wie Sonnenstrahlen wurde eine solche Bann- und Heilkraft nachgesagt, so wie die Sonne das
Dunkel vertreibt. Es ist daher lberzeugend, dass schon die Menschen im antiken Griechenland, ebenso wie
spater im Mittelalter, zum Abwenden bdser Krafte und Damonen ihre Altare und Ikonen mit dem dafir

IM

pradestinierten Johanniskraut (,,Fuga daemonum®, ,Jageteufel”, ,Teufelsflucht”) als Apotropaion schmiick-
ten!'83184, Zugleich galt zu damaliger Zeit auch Johanniskraut als gemeines Heilmittel fir mental verstimm-
te, melancholische Menschen selbst, da auch ihr Leiden — aus heutiger Sicht das Krankheitsbild der Depres-
sion — auf das Innewohnen boser Geister zurlickgefihrt wurde®,

Verantwortlich fiir den deutschen Gattungsnamen sind nach Uberlieferungen héchstwahrscheinlich

irische Christen, die den Kirchenheiligen JOHANNES mit der Namensgebung ehrten. Weil namlich die begin-
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nende Blltezeit des Johanniskrauts auf den 24. Juni und somit den Jahrestag von JOHANNES DEM TAUFER fallt,
benannten sie die zum Schmicken des christlichen Hochfestes gewahlte Pflanze auch folglich nach ihm
(engl. St. John’s wort).

Bereits seit vielen Jahrhunderten werden mit dem Namen Johanniskraut wirksame Heilkrauter der
Volksmedizin assoziiert. Der traditionelle Nutzen dieser Heilpflanzen in inneren und dufReren Anwendungen
wurde bis heute bewahrt und hat nichts von seinem Potential und seiner Stellung in der Phytotherapie
eingebliRt. Heutzutage ist das Echte Johanniskraut die bestuntersuchte und fiir Naturwissenschaftler inter-
essanteste Hypericum-Art, weil nur diese pharmazeutisch Verwendung findet. Mit der Wahl des Echten
Johanniskrauts zur Arzneipflanze des Jahres 20158287 ynterstrich der , Studienkreis Entwicklungsgeschich-
te der Arzneipflanzenkunde” an der Universitat Wiirzburg sogar nochmals seine aktuelle Relevanz fir Medi-
zin und Forschung. Da sich in der vorliegenden Arbeit hauptsdchlich mit dem Echten Johanniskraut und
dem GroRkelchigen Johanniskraut befasst wird, sollen diese beiden Arten nachfolgend genauer vorgestellt
werden.

[183])

Abbildung 1.12 Weltweites Vorkommen der Gattung Hypericum (nach NURK

1.4.1. Echtes Johanniskraut — Hypericum perforatum L.

Wenn im Allgemeinen im deutschsprachigen Raum von Johanniskraut gesprochen wird, so ist dabei
nahezu immer die Arzneipflanze Echtes Johanniskraut (Hypericum perforatum L., Hypericaceae) gemeint.
Aufgrund seiner Blitezeit um den Johannistag am 24. Juni wird es im Deutschen altertimlich auch als
Sonnenwendkraut bezeichnet, wegen des roten Saftes der Bliten als Herrgottsblut oder Blutkraut und
bedingt durch den teilweise stark verholzten Sténgel als (Tiipfel-)Hartheu. Es ist eine von neun in Deutsch-
land vorkommenden Hypericum-Spezies und die einzige Art, dessen Droge im Europdischen Arzneibuch
monographiert ist (Ph. Eur. 8.0/1438: Johanniskraut — ,Hyperici herba“) und demnach in zugelassenen
bzw. registrierten Arzneimitteln verarbeitet werden darf. Abgesehen von volkstiimlichen Anwendungen
oder traditionellen medizinischen Zubereitungen spielt also nur H. perforatum als Arzneipflanze eine Rolle
in der rationalen Phytotherapie. Dieser Einsatz als Heilpflanze lasst sich bis in die Antike zuriickverfolgen
(siehe 1.4), u.a. mit der Erwdhnung um 77 n.Chr. bei Plinius dem Alteren (Naturalis historia) gegen Verbren-
nungen. Um die gleiche Zeit hielt auch Dioskurides fest, dass zur Wundbehandlung, Fiebersenkung und
Forderung der Diurese die Wirkung von Johanniskraut herangezogen werden kann. Als Anwendungsbeispiel
bei melancholischen Verstimmungen und gegen damonisches Treiben beschrieb Paracelsus im Jahr 1525
das erste Mal die wohltuende, psychoaktive Wirkkomponente einer Hypericum-Abkochung“ss].
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Die erste offizielle Aufnahme in ein pharmazeutisches Standardwerk erlebte H. perforatum 1941 im
Ergdnzungsbuch des Deutschen Arzneibuches (DAB 6). Im Jahr 1979 wurde dann die Arzneidroge ,Hyperici
herba” in den Deutschen Arzneimittel Codex aufgenommen und von der Kommission E des friiheren Bun-
desgesundheitsamtes innerlich bei psychovegetativen Stérungen, depressiven Verstimmungszustdanden,
Angst/nervoser Unruhe, dyspeptischen Beschwerden sowie duRerlich zur Behandlung von scharfen/stump-
fen Verletzungen, Myalgien und leichten Verbrennungen empfohlen (veroffentlicht in Bundesanzeiger
Nr. 43 vom 2. Marz 1984). Den Sprung in ein internationales Regelwerk meisterte das Echte Johanniskraut
schlieBlich mit der Aufnahme der Monographien ,Hyperici herba“ (Ph. Eur. 2002) und , Quantifizierter
Johanniskrauttrockenextrakt” (Ph. Eur. 6.2) in das Europaische Arzneibuch!*®,

1.4.1.1. Botanik

Das aufrecht wachsende, bis 1 m hohe Echte Johanniskraut ist eine ausdauernde krautige Pflanze mit
stark verastelten Wurzeln und einem Rhizom. Der stielrunde und kahle Stangel ist mit zwei deutlichen
Langskanten besetzt. Die daran sitzenden, gegenstindig angeordneten Laubblatter sind elliptisch bis
lanzettlich geformt, ganzrandig und erscheinen (iber die gesamte Blattspreite durchscheinend perforiert
aufgrund von kugeligen, schizogenen Exkretbehiltern, gefiillt mit farblosem atherischem Ol. Diese charak-
teristische Morphologie der Blatter ist demnach auch der Ursprung des lateinischen Art-Namens perfo-
ratum sowie fir die deutschen Synonyme Tiipfel-Johanniskraut oder Durchléchertes Johanniskraut. Auf der
Blattflaiche und am Blattrand finden sich zusatzlich vereinzelte, schwarze Drisen mit pigmenthaltigem
Exkret, die jedoch typischerweise sehr viel haufiger auf den Bliten zu finden sind, wo sie den Petalenrand
saumen. Diese goldgelben Kronblatter bilden zusammen mit schmalen, leicht zugespitzten Kelchblattern —
erganzt durch einen oberstandigen Fruchtknoten und dufRerst viele Staubblatter (ca. 70-120 Stamina) — die
zahlreichen kleinen, flinfzahligen Bliten, die in der Blitezeit von Juni bis August in Trugdolden stehen und
aus denen sich eine rote, riefelige Spaltkapsel als Frucht entwickelt!#+9%91,

Abbildung 1.13 Hypericum perforatum L., Hypericaceae

H. perforatum kommt in vier Varianten vor (var. perforatum = Gewdhnliches Echtes Johanniskraut; var.
latifolium = Breitblattriges Echtes Johanniskraut; var. angustifolium = Schmalblattriges Echtes Johannis-
kraut; var. microphyllum = Kleinblattriges Echtes Johanniskraut) und ist in Europa und Westasien bis hin zu
Gebieten Nordafrikas einheimisch, ist jedoch in vielen weiteren Gebieten eingeschleppt und dort einge-
birgert. Obwohl es einerseits im landwirtschaftlichen Anbau als Unkraut gilt, wird es andererseits in
groRem AusmaR fur pharmazeutische Zwecke in kontrolliertem Anbau kultiviert, da der hohe Bedarf an
Echtem Johanniskraut zum Gewinn der Arzneidroge und die steigenden Qualitdtsanforderungen nicht
durch Sammlungen an Wildstandorten erfillt werden kénnen (Abbildung 1.14).
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Abbildung 1.14 Kontrollierter Anbau von H. perforatum (links: Inga Spence, 2011; rechts: PZ/Mies, PZ 13/2016)

1.4.1.2. Inhaltsstoffe (Sekunddrstoffe)

Malgeblich kommen im Echten Johanniskraut Vertreter aus der Naturstoffgruppe der Polyketide vor.
Phloroglucin-Derivate (PPAPs), Naphthodianthrone, Flavonoide, Xanthone sowie Phenylpropane und Be-
standteile von &therischem Ol kennzeichnen das Inhaltsstoffspektrum von H. perforatum3%%921931

Die Phloroglucin-Derivate (siehe 1.1) mit dem mengenmaRig vorherrschenden PPAP Hyperforin (siehe
1.2.2) machen erfahrungsgemal 2—4% der Inhaltsstoffe in der Arzneipflanze aus. In der arzneilich verwen-
deten Droge —verwendet werden die wadhrend der Bliitezeit geernteten, getrockneten, ganzen oder zer-
kleinerten Triebspitzen — liegt der durchschnittliche Gehalt letztlich doppelt so hoch. Zurlickzufiihren ist
dieser Umstand auf die Tatsache, dass Hyperforin bei seiner Lagerung zusammen mit dtherischem Ol in den
durchscheinenden Olbehéltern der Laubblitter alters- und entwicklungsabhéngig in den Reproduktionsor-
ganen (Knospen, Bliiten, unreife Friichte) von H. perforatum akkumuliert®2*819 vermutet wird, dass es
dort als florales UV-Pigment und/oder zur Abschreckung von Herbivoren sowie Pathogenen dient'**”, Ne-
ben Hyperforin kommt auRerdem in deutlich geringerer Menge das PPAP Adhyperforin vor, und es sind
weitere oxidierte Derivate wie u.a. Furohyperforin, Hyperforinperoxid und Oxepahyperforin beschrieben,
deren genuines Vorkommen jedoch angezweifelt wird.

Naphthodianthrone gehoéren zu den Anthracen-Derivaten und sind strukturell Dimere von Anthronen,
die durch beiderseitige C—10-Kupplung und zwei oxidative Ringschliisse entstehen. Im Johanniskraut finden
sich vornehmlich Hypericin und Pseudohypericin sowie ihre Vorstufen Protohypericin und -pseudohyperi-
cin, die in der Pflanze mit einem Gehalt von 0,03—-0,3% vorhanden sind. Lokalisiert sind sie im pigmenthalti-
gen Exkret der schwarzen Drisen auf den Blattern und verstarkt dem aulReren Rand der Petalen. Charak-
teristisch ist ihre tiefrote Farbung, die beispielsweise beim Zerreiben von frischen Bliiten auftritt und die
Rotfarbung oliger Johanniskraut-Extrakte (sog.,Rotdl“) verursacht. Zu Beginn der pharmakologischen
Untersuchungen wurde Hypericin durch Hemmung von Monoaminoxidasen (MAOs) zur Erklarung der
antidepressiven Wirksamkeit herangezogen, was aber nicht belegt werden konnte und daher anzuzweifeln

ist[125,196,197]

Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-System durch die Naphthodianthrone des Johanniskrauts

. Stattdessen steht zur Diskussion, ob eine Beeinflussung von CRH- und ACTH-Spiegeln im

zum antidepressiven Effekt beitragt. Aullerdem wurde antivirale und antitumorale Wirksamkeit in vitro in
den 1990er Jahren erforscht, und aktuell wird Hypericin in der Fluoreszenzdiagnostik von Blasentumoren
eingesetzt“gg_zoo].
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OH O OH
R = CH3 Hyperforin R = CH3 Protohypericin R = CH; Hypericin
R=CHs Adhyperforin R = CH,0OH Protopseudohypericin R = CH,0H Pseudohypericin

Abbildung 1.15 PPAPs (A) und Naphthodianthrone mit ihren Vorstufen (B) aus H. perforatum L.

Aus der Gruppe der Flavonoide kommen in H. perforatum hauptsachlich Flavonol-Glycoside des Querce-
tins, freie Flavonoid-Aglykone und die Biflavone 13,118-Biapigenin und Amentoflavon vor (insgesamt 2—4%).
Sie dienen aufgrund ihrer haufigen Eigenfarbung der Farbgebung von Bliten und somit der Anlockung von
potentiellen Bestdaubern, aber auch als Antioxidantien zum Schutz vor oxidativem Stress und Radikalen. In
Extrakten des Johanniskrauts wurde fir diese Inhaltsstoffe bisher keine eigene antidepressive Wirksamkeit
gefunden, jedoch scheinen sie in Bezug auf die wirksamen Bestandteile deren Bioverfligbarkeit zu steigern
und/oder durch ihre antioxidativen Eigenschaften positive Effekte auf ihre Stabilitit auszuiiben®2% Als
Di- und Polymere von Flavonoiden zdhlen auch Proanthocyanidine und Catechingerbstoffe mit Gehalten
von 6-15% zu den Inhaltsstoffen.

In sehr kleiner Menge kommen die Xanthone 1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon (1,3,6,7-THX), Mangiferin
und Kielcorin im Johanniskraut vor. Weitere Xanthone kénnen in Zellkulturen und in vitro-Systemen gefun-
den werden, wo sie durch biotischen Stress oder Elicitor-Behandlung induzierbar sind und als chemische
(12204 obwohl bereits frith festgestellt

wurde, dass natlrlich vorkommende Xanthone durch MAO-Hemmung (Therapieansatz von Depressionen
[205,206]

Abwehrstoffe gegen Herbivoren und Mikroorganismen fungieren
nach der ,Monoamin-Mangel-Hypothese”) ein antidepressives Potential haben kdnnen , muss ein
pharmakologisch relevanter Einfluss im Johanniskraut aufgrund ihres geringen Gehalts in der Pflanze (dabei
vornehmlich in Wurzeln) und ihres noch geringeren Vorkommens in der arzneilich verwendeten Droge (aus-
schliel’lich oberirdische Pflanzenteile) kritisch betrachtet werden.

Zur Vervollstandigung des Sekundarstoffprofils seien weiterhin noch Bisanthrachinonglycoside, die
Phenylpropane Kaffee- und Chlorogensiure, Mono- und Sesquiterpene aus dem &therischen Ol (v.a. a- und
B-Pinen, Myrcen, Limonen) und Chinasdurederivate genannt.
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= Name

H Quercetin
a-L-Rhamnosyl Quercitrin

B-D-Glucosyl Isoquercitrin 13,118-Biapigenin Amentoflavon (13/,118-Biapigenin)
B-D-Galactosyl Hyperosid

B-Rutinosyl Rutin

B-D-Glucuronid ~ Miquelianin B

O OH
O
HO O OH

R= Name
H 1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon
B-D-Glucosy! Mangiferin (syn. Chinonin)

Abbildung 1.16 Flavonoide inkl. Biflavone (A) und Xanthone (B) aus H. perforatum L.

1.4.1.3. Therapeutische Verwendung von Johanniskraut

Die Einsatzgebiete von Johanniskraut und den daraus gewonnenen Arzneimitteln leiten sich ab vom
volkstimlichen Einsatz von der Antike bis heute. Weil flir keine der isolierten Inhaltsstoffgruppen oder gar
Einzelsubstanzen aus H. perforatum eine wissenschaftlich bzw. klinisch belegte Uberlegenheit gegeniiber
wassrig-alkoholischen Extrakten bewiesen werden konnte, gilt auch heute noch der Gesamtextrakt als
Wirkstoff™®”. Die relevanteste und hiufigste Anwendung ist die Einnahme von Johanniskraut als Antide-
pressivum. Indiziert sind zahlreiche auf dem Arzneimittelmarkt befindliche Fertigarzneimittel von Phyto-
pharmaka- und Generika-Herstellern bei leichten bis mittelschweren depressiven Episoden (nach ICD-10:
F32.0, F32.1, F33.0, F33.1). Beziiglich der antidepressiven Effekte ist dabei bisher nur die klinische Wirksam-
keit von Johanniskraut-Extrakten in vielen Studien belegt®! — bei vergleichbarem Therapieerfolg wie bei
chemisch-synthetischen Standard-Antidepressiva[Zosl, jedoch mit deutlich positiverem Profil unerwiinschter
Arzneimittelwirkungen (UAWSs). Der oder die verantwortlichen Wirkstoffe sind hingegen, genauso wie der
exakte zentralnervése Wirkmechanismus, noch bis zum heutigen Tage umstritten. Viele pharmakologische
wie toxikologische Untersuchungen mit isolierten Einzelsubstanzen fihrten zu der aktuell giltigen und
weithin akzeptierten Hypothese, dass Hyperforin (siehe 1.2.2) als hauptsachlich aktive Komponente fiir die

o1 — allerdings nicht ausschlieRlich, sondern im Beisein weiterer

antidepressive Wirkung verantwortlich is
aktiver Sekundarstoffe aus den Johanniskraut-Extrakten™®®. Weitere Indikationsgebiete wie nervose Unru-
he-/Spannungszustidnde und psychovegetative Beschwerden (pramenstruell, klimakterisch) ergeben sich
ebenfalls aus der zentralnervosen Wirkweise. In der Volksmedizin werden Ausziige, Aufgiisse oder élige
Mazerate der Arzneidroge (sog.,Rot6l“) aufgrund ihrer entziindungshemmenden und antimikrobiellen
Eigenschaften duRerlich in Form von Einreibungen oder Umschldgen eingesetzt, und zwar bei Sonnenbrand,
Stauchungen, Hexenschuss, Gicht und Rheuma, gegen die Ausbildung hypertropher Narben sowie zur
Wundheilung von Schnitt-, Schiirf- und Brandverletzungen[m]. Gegen das atopische Ekzem (,,Neurodermi-

tis“) und verwandte chronisch-entziindliche Hauterkrankungen steht dariber hinaus eine spezielle Johan-
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niskraut-haltige, medizinische Hautpflege-Serie (Bedan®, MCM Klosterfrau Vertriebsgesellschaft mbH) ge-
gen trockene, juckende und rissige Haut zur Verfugung™®.

Johanniskraut-Praparate haben in ihren therapeutischen Anwendungsbereichen —gerade weil sie so-
wohl als apotheken- als auch verschreibungspflichtige, erstattungsfahige Arzneimittel verfiigbar sind — ei-
nen groRen Stellenwert in der Selbstmedikation sowie der rationellen, evidenzbasierten Medizin. Wegen
ihrer guten, wissenschaftlich belegten Wirksamkeit und ihrer allgemein sehr guten Vertraglichkeit erfahren
sie grolRe Akzeptanz, gerade auch im Hinblick des aktuellen Gesellschaftswandels hin zu einem gesitinderen,
natlirlicheren, bewussteren und insgesamt ,griineren” Lebensstil. Unterstrichen wird dies dadurch, dass
Johanniskraut-Zubereitungen nicht nur auf dem deutschen Arzneimittelmarkt zu den umsatzstarksten Phy-
topharmaka gehodren, sondern dass Johanniskraut selber bzw. seine Arzneidroge weltweit zu den am
besten und meistverkauften pflanzlichen Rohstoffen z&hlt"?®®*?'!. Bei all den Vorziigen von Johanniskraut-
Extrakten muss jedoch immer vor, wahrend und auch noch nach deren Einsatz ihr Interaktionspotential mit
parallel verabreichten Medikamenten beachtet werden (Hyperforin-bedingte Enzyminduktion; siehe 1.2.2),
um trotz des unter Hypericum-Anwendung verstarkten Abbaus bestimmter Arzneistoffe eine sichere Thera-
pie zu gewahrleisten.

1.4.2. GroBkelchiges Johanniskraut — Hypericum calycinum L.

Das GroRkelchige Johanniskraut (Hypericum calycinum L., Hypericaceae) ist eine immergriine, in Stidost-
europa verbreitete Art der Gattung Hypericum, die als Zierpflanze angebaut wird. Diese bodenbedeckende,
buschig-krautige Pflanze bildet aus einem Rhizom und unterirdischen Auslaufern vierkantige Stangel mit
schmalen Langsleisten. Die kurz gestielten, ganzrandigen, schmalen und eiférmigen Laubblatter sind dicht
und gegenstandig angeordnet. Im Vergleich zum Echten Johanniskraut kommen deutlich weniger, dafiir mit
ca. 5 cm Durchmesser sehr viel groRere fiinfzahlige, leuchtend gelbe Bliten mit unzdhligen Staubblattern
vor, die einzeln an den Zweigenden sitzen. Sie reifen lGber den ganzen Sommer verteilt heran, verblihen
allerdings zumeist innerhalb eines Tages. Aus einem oberstandigen Fruchtknoten reift eine ca. 1 cm lange,
rotbraune Kapselfrucht heran™®.

Als Sekundarstoffe kommen hauptsachlich hydroxylierte Xanthone und Flavonoide (u.a. Quercetin,
Hyperosid, Rutin) vor. AuBerdem enthélt H. calycinum (poly-)prenylierte, dearomatisierte APs (Hypercaline)
sowie atherisches Ol von unterschiedlicher Zusammensetzung?**?**!, PPAPs kommen hingegen im natiirlich
wachsenden GrofRkelchigen Johanniskraut genauso wenig vor wie Naphthodianthrone, jedoch wurden in
Zellkulturen von H. calycinum Hyperforin und Adhyperforin gefunden. Zusatzlich wurde lber die durch

Elicitor-Behandlung induzierte Bildung prenylierter Xanthone wie Hyperxanthon E berichtet!**?!4,

Abbildung 1.17 Hypericum calycinum L., Hypericaceae
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2  ZIELSETZUNG

Wegen seiner vielfaltigen, potenten Wirkqualitaten steigt das Interesse an Hyperforin sowie anderen
bioaktiven PPAPs, und somit auch an einer alternativen Quelle neben der Extraktion und Aufreinigung aus
pflanzlichen Gesamtextrakten. Als andere Bezugsmoglichkeit bietet sich einerseits die chemisch-syntheti-
sche Nachbildung an®. Obwohl in den letzten Jahren der Durchbruch in der duRerst komplexen chemi-
schen Totalsynthese von Hyperforin gliickte® 2" bietet der Ansatz der organischen Chemiker noch keine
Alternative zur ausreichenden Bereitstellung. Minimale Reaktionsausbeuten, modulare Reaktionen Uber
zahlreiche Schritte und finale Syntheseprodukte mit inkorrekter Stereochemie (entscheidend fiir die Bio-
aktivitat) sind die fuhrenden Griinde, weshalb synthetische Nachbildungen von Hyperforin und anderen
PPAPs bisher keinen kommerziellen Einzug in die Industrie finden. Ein anderer, vielversprechender Ansatz
zur Gewinnung von Hyperforin bietet hingegen eine ,,griine” Synthese auf biotechnologischem Weg mittels
rekombinanter Enzyme in transgenen (Mikro-)Organismen (wenig Chemikalienlast/-verschwendung, um-
weltschonend, energiesparend). Grundvoraussetzung dafiir ist die vollstandige Aufklarung des Hyperforin-
Biosyntheseweges, d.h. es missen die daran beteiligten Enzyme auf Gen-Ebene identifiziert sowie die
Genprodukte biochemisch charakterisiert werden. Aktuell ist im Johanniskraut bereits mit der Entdeckung
und funktionellen Untersuchung des Enzyms BUS™* die Bildung des AP-Grundgeriistes Phlorisobutyrophe-
non (PIBP) belegt, und ein Protein-Gesamtextrakt aus H. perforatum konnte der postulierten Biosynthese
entsprechend an dieses PIBP ein Molekil DMAPP kondensieren®®. Genetische Informationen zu dieser PT
aus dem Proteinextrakt liegen aber genauso wenig vor wie es bisher sonstige Publikationen zu AS-PTs aus
219 und MULLER??
erste Ergebnisse in ihrer molekularen Analyse des Johanniskrauts und legten den Grundstein auf der Suche

Johanniskraut gibt. In unserer Arbeitsgruppe (AG) erarbeiteten jedoch bereits KUHLE

nach AS-PTs. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen nun PTs aus H. perforatum, die vorzugsweise Asso-
ziationen zum Sekundarstoffwechsel zeigen, identifiziert und funktionell charakterisiert werden. Im Speziel-
len untergliedert sich das Projekt in folgende Einzelschritte:

= |dentifizierung von AS-PT-Genen/Genfragmenten aus H. perforatum mit anschlieRender Gen-Vervoll-
standigung und deren Klonierung

= Suche und Etablierung eines geeigneten heterologen Expressionssystems flir Membranproteine

= Expressionsanalysen und funktionelle, d.h. qualitative Charakterisierung aktiver, rekombinanter
AS-PTs aus H. perforatum sowie vier weiterer, heterolog exprimierter AS-PTs (3 aus H. calycinum,
1 PT aus H. perforatum) aus der Arbeit von MULLER™*"

Der steigenden Nachfrage nach Hyperforin und Johanniskraut-haltigen Arzneimitteln (neue Anwen-
dungsgebiete, Erweiterung der Indikation, erhdhtes gesellschaftliches Interesse an Naturmedizin, generelle
Zunahme mentaler Erkrankungen) ist nur schwierig mit rein pflanzlichem Anbau nachzukommen. Anbau-
flachen sind nur begrenzt vorhanden, und dort angepflanzte Monokulturen unterliegen nicht nur schwan-
kenden Gehalten®*. Trotz qualitatskontrollierter Kultivierung (GACP, EMEA/HMPC/246816/2005) kann es
bei Anzucht und Ernte immer wieder zu kaum vermeidbaren Verunreinigungen (Beimischungen) kommen,
die sich schlimmstenfalls durch Einschleppen von Toxinen in ganze Chargen bemerkbar machen und somit
zu saisonalen Produktionsausfallen und Versorgungsengpéssen fiihren konnen'???. Fiir eine bedarfsgerech-
te Versorgung sollte daher die biotechnologische Produktion von Hyperforin angestrebt werden, mit der
nicht nur Hyperforin selber, sondern durch Kombination unterschiedlicher AS-PTs und Substrate nach Bau-
kasten-Prinzip zuséatzlich abgeleitete, neue Derivate mit verdnderter Bioaktivitdt bzw. geringerem UAW-/

Interaktionspotential gewonnen werden kénnten!??),
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3  MATERIALIEN

3.1. Gerate und Hilfsmittel

Allgemein

Analysenwaagen
Bi-Destillierapparat
Brucheismaschine

Einwegmaterialien

Fraktionensammler
Gefrierschranke
Gefrierschrank Ultra Low
Gefriertrocknung
Glasflaschen

Glasgerate

Heizblock

Inkubationsschittler

Kihlschranke

Labor-pH-Meter
Lichtmikroskop

Magnetrihrer

Mikropipetten

Prazisionswaagen

Reinraumwerkbank
Reinstwasseranlage
Schwenk-Inkubator
Silikon-Septum
Standautoklav
Tischschuttler

Tischzentrifuge

Ultraschallbad

LA230S/ED 124 S

GFL-2104

ZBE 70-35
6-Loch-Zellkulturplatten
Halb-Mikro-Kivetten (Polystyrol)
Kanilen Sterican® (@ 0,6 x 25 mm)
Petrischalen (94 x 16 mm)
ReaktionsgefaRe (0,2 /1,5/2 ml)
Spitzen (10 / 200 / 1.000 pl)
Spritzen Injekt®-F (1 /20 ml)

Spritzensterilfilter Acrodisc®, Supor® Membran
(0,10 / 0,22 um, 25 mm)
Zentrifugenrohrchen (15 / 50 ml)

Ultrorac® 7000

GS34V420 / GS30D410 (-20 °C)
MDF-U53V (-80 °C)

Gamma 1-20

SCHOTT Duran® (50 / 100 / 250 / 500 ml)

Becherglaser, Erlenmeyerkolben, Pasteurpipetten,

Rundkolben, Trichter
Techne Dri-Block® DB 3D

TH 21

Infors HT Multitron Standard

Innova 4300

TP 1760 Premium

VS 164.1

pH 325

Leitz Laborlux® 11

MR Hei-Standard

RET basic

Serie Research® Plus (10 / 100 / 1.000 pl)
Serie Proline (10 / 20 / 100 / 200 / 1.000 pl)
2254

Kern 572-33

LaminAir® HLB 2472

arium® 611

Inkubator 1000

Stopfen mit umstilpbarem Rand (fir NS 29)
VX-120

Infors HT Labtron

Sigma 1-15 K

Allegra® X-30R

Biofuge® pico

Universal 32 R 1610

Sonorex TK 30

Sartorius AG

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH
ZIEGRA Eismaschinen GmbH
Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

B. Braun Melsungen AG

Greiner Bio One International GmbH
STARLAB International GmbH
Sarstedt AG & Co. KG

B. Braun Melsungen AG

Pall Co.

STARLAB International GmbH
LKB-Produkter AG

SEG Hausgerate GmbH

SANYO Electric Co., Ltd.

Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH
SCHOTT AG

OMNILAB-LABORZENTRUM GmbH & Co. KG

Bibby Scientific Limited

HLC BioTech

Infors AG

New Brunswick Scientific, Eppendorf Inc.
Liebherr-International Deutschland GmbH
C. Bomann GmbH

WTW GmbH

Hexagon Metrology GmbH

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
IKA®-Werke GmbH & CO. KG
Eppendorf AG

Sartorius Biohit Liquid Handling Oy
Sartorius AG

KERN & SOHN GmbH

Heraeus Holding GmbH

Sartorius AG

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG

Systec GmbH

Infors AG

Sigma Laborzentrifugen GmbH
Beckman Coulter, Inc.

Heraeus Holding GmbH

Andreas Hettich GmbH & Co. KG
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG
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Sonifier® 250
Avanti™ J-301 (Rotor: JA-30.50 Ti)
Ultrospec 1.000 / Ultrospec 3.100 pro

Ultraschall-Homogenisator Branson Ultrasonics Co.

Ultrazentrifuge Beckman Coulter, Inc.

UV-Spektrophotometer Amersham Biosciences Europe GmbH

UVmini-1240 Shimadzu Co.
Vakuum-Rotationsverdampfer LVS 110 / Laborata 4000-efficient llImvac GmbH / Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG

IKA®-Werke GmbH & CO. KG

Scientific Industries, Inc.

Vortexmischer VF2

Vortex-Genie 2

T5050

MW 4

Polycarbonat-Schraubdeckel-GefdRe (50 ml)

Warme-/Trockenschrank
Wasserbad

Heraeus Holding GmbH
JULABO GmbH

Zentrifugenbecher Beckman Coulter, Inc.

Chromatographie und Analytik

DC-Fertigplatten 0,1 mm Cellulose (20 x 20 cm)

0,2 mm Kieselgel 60 F,s54 (20 x 20 cm)

0,2 mm Nano-Sil C;3-100 UV,s54 (10 x 10 cm)
Blaubrand® intraMARK (5 pl) BRAND GMBH & CO. KG
GC5890 A Hewlett-Packard Company

HPLC 1260 Infinity Quaternary LC System: G1329B 1260 Agilent Technologies, Inc.
ALS / G1315D 1260 DAD VL / G1311C 1260 Quat
Pump VL / G1316A 1260 TCC / Agilent ZORBAX
Eclipse Plus C;g Rapid Resolution (4,6 x 100 mm,
3,5 um)

Hitachi LaChrom Elite®: Autosampler L-2.200 /
DAD L-2455 / Pumpe L-2130 / Entgaser

Model 2005 / Phenomenex HyperClone™

5 um ODS (Cyg) 120 A (4,6 x 150 mm, 5 um)
Avance |1 600, 5 mm TCI CryoProbe

Merck Millipore Co.
Merck Millipore Co.
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
DC-Mikropipetten

Derivatisierungsofen

VWR International GmbH

NMR-Spektrometer Bruker Co.

Massenspektrometer 3200 Q Trap LC/MS/MS System AB SCIEX Germany GmbH
Probengefalle 1,5 ml KGW-Flasche (32 x 11,6 mm, KI. 1) / VWR International GmbH
0,1 ml Mikroeinsatz (31 x 6 mm) /
9 mm PP-SK, Silicon weiR/PTFE rot (1 mm)
Probenkonzentrator Techne Probenkonzentrator Bibby Scientific Limited

UV-Betrachtungskasten UV-Kabinett CAMAG

Fluoreszenzmikroskopische Messungen

System Serie Al: 60 x Olimmersionsobjektiv (Plan  Nikon Instruments Europe BV
Apo VC 60 x Oil DIC N2, NA 1,4; 0,40 um/px) /
Melles Griot® Argon-Laser

457-514 nm 40 mW

24 Well SensoPlate™ mit Glasboden

Konfokales Laser Scanning
Mikroskop

Multiwellplatten Greiner Bio One International GmbH

Molekularbiologische Arbeiten

Absaugsystem VACUSAFE comfort INTEGRA Biosciences Deutschland GmbH
Brutschrank Modell BD 53 BINDER GmbH
Stabilitherm Thermo Fisher Scientific Inc.

Gelkammer Agarose-Gel
Glaskugeln

Mikrowelle
Schuttelinkubator

Spannungs-/Stromquelle

Thermocycler

(Wide) Mini-Sub® Cell GT

Glass beads, acid-washed (425-600 um)
OptiQuick Compact Y52

KF-4

Excella® E24

PowerPac 300

TPersonal / TProfessional Basic Gradient

Bio-Rad Laboratories, Inc.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Krups GmbH

Infors AG

New Brunswick Scientific, Eppendorf Inc.
Bio-Rad Laboratories, Inc.

Biometra GmbH
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Transilluminator

Vakuumkonzentrator

Biochemische Arbeiten

Infinity™ 3000
Blue LED Transilluminator
SpeedDry RVC 2-18 CD

Vilber Lourmat Deutschland GmbH
Nippon Genetics Europe GmbH

Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH

Gelkammer PAGE

Glucose-Teststreifen

Kleinschittler

Spannungs-/Stromquelle

3.2. Chemikalien, (Bio-)Reagenzien und Enzyme

Mini-PROTEAN® system
Combina 11 S

VXR basic Vibrax®
Standard Power Pack P25

Bio-Rad Laboratories, Inc.

HUMAN Gesellschaft fiir Biochemica und
Diagnostica mbH
IKA®-Werke GmbH & CO. KG

Biometra GmbH

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und (Bio-)Reagenzien wurden, bis auf einzeln unten auf-

gelistete Ausnahmen, von den Firmen AppliChem GmbH, Carl Roth GmbH + Co. KG, Fisher Scientific GmbH
(inkl. Acros Organics), Merck Millipore Co. und Sigma-Aldrich Chemie GmbH (inkl. Fluka und Riedel-de
Haén) bezogen und sind wegen einzelner verfligbarkeits- und angebotsbedingter Lieferantenwechsel nicht

im Detail aufgelistet. Der Reinheitsgrad aller Substanzen fiir chemische Synthesen betrug mindestens ,zur

Synthese”, fir molekularbiologische und biochemische Arbeiten ,rein/reinst” bzw. ,,zur Analyse” bei Ldse-

mitteln und fiir die instrumentelle Analytik fanden ,ultrareine” Losemittel Anwendung.

Chemikalien und (Bio-)Reagenzien

Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamid : Bisacrylamid 37,5:1)

Bacto Casaminosduren
Cellulosepulver MN 2100
Midori Green DNA Stain
peqGOLD Universal Agarose
Polyclar® AT (PVP)

TRIzol®

Enzyme

Bio-Rad Laboratories GmbH

Becton Dickinson GmbH
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
NIPPON Genetics EUROPE GmbH
Peglab, VWR International GmbH
SERVA Electrophoresis GmbH

Ambion®, Thermo Fisher Scientific Inc.

Reverse Transkriptasen

DNA-Polymerasen

M-MuLV Reverse Transcriptase
RevertAid™ H Minus Reverse Transcriptase
SMARTScribe™ Reverse Transcriptase
OneTaq® DNA Polymerase

peqGOLD Tag-DNA-Polymerase

Phusion® Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase

Q5@ High-Fidelity DNA Polymerase
Q5@ Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase

New England Biolabs, Inc.

Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc.
Clontech Laboratories, Inc., Takara Bio Co.
New England Biolabs, Inc.

Peqglab, VWR International GmbH
Finnzymes, Thermo Fisher Scientific Inc.
New England Biolabs, Inc.

New England Biolabs, Inc.

Restriktionsendonukleasen BamHl (G‘I'GATCC) Thermo Fisher Scientific Inc.
(FastDigest) EcoRlI (G‘LAATTC) Thermo Fisher Scientific Inc.
Hindlll (A‘I’AGCTT) Thermo Fisher Scientific Inc.
Kpnl (GGTAC‘I’C) Thermo Fisher Scientific Inc.
Notl (GC‘I’GGCCGC) New England Biolabs, Inc.
Pacl (TTAAT‘LTAA) Thermo Fisher Scientific Inc.
Xbal (T‘LCTAGA) Thermo Fisher Scientific Inc.
Xhol (C‘I’TCGAG) Thermo Fisher Scientific Inc.
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DNase | (RNase-free) Thermo Fisher Scientific Inc.
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase

RiboLock™ RNase Inhibitor

Weitere Enzyme
Thermo Fisher Scientific Inc.
Thermo Fisher Scientific Inc.
RNase A Thermo Fisher Scientific Inc.
Shrimp Alkaline Phosphatase Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc.

T4 DNA Ligase Thermo Fisher Scientific Inc.

3.3. Reagenziensysteme

Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System Invitrogen™, Life Technologies GmbH

Cellfectin® Il Reagent Invitrogen™, Life Technologies GmbH
GenelET™ Plant RNA Purification Mini Kit
innuPREP DOUBLEpure Kit

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit |
RNeasy® Plant Mini Kit

S.c. EasyComp™ Transformation Kit

SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit

Thermo Fisher Scientific Inc.

Analytik Jena AG

Peqlab, VWR International GmbH
QIAGEN GmbH

Invitrogen™, Life Technologies GmbH

Clontech Laboratories Inc., Takara Bio Inc.

3.4. Puffer und Losungen

Alle im Folgenden aufgelisteten Puffer und Losungen wurden mit demineralisiertem Reinstwasser ange-
setzt, sofern nicht anders angegeben. Der gewlinschte pH-Wert wurde jeweils mit einer geeigneten Saure
bzw. Base in den Zielbereich abgesenkt oder angehoben. Mit Ausnahme der Reagenzien fiir die chemischen
Synthesen wurden alle Puffer und Lésungen vor dem erstmaligen Gebrauch autoklaviert (121 °C und 2 bar
flr 20 min) und thermolabile Zusatzstoffe (wie z.B. Antibiotika), die in Losung gebracht und sterilfiltriert
wurden, im Anschluss unter aseptischen Bedingungen hinzugefiigt.

Lésungen fiir molekularbiologische Arbeiten

RNA-Extraktionspuffer (pH 8,0) CTAB 20,0 mg/ml
EDTA 25,0 mM
Nacl 2,0 M
PVP 20,0 mg/ml
Spermidin 0,5 mg/ml
TRIS-HCI 100,0 mM
direkt vor Gebrauch hinzufiigen: ~B-Mercaptoethanol 20,0 ml/I|
SSTE-Puffer (pH 8,0) EDTA 1,0 mM
NaCl 1,0 M
SDS 5,0 mg/ml
TRIS-HCI 10,0 mM
TAE-Puffer (pH 8,0) EDTA 1,0 my;
TRIS-Acetat 40,0 mM
6x DNA-Ladepuffer (pH 7,6) Bromphenolblau 0,3 mg/ml
EDTA 60,0 mM
Glycerin 0,6 ml/ml
Xylencyanol 0,3 mg/ml
TRIS-HCI 10,0 mM
Agarose-Trenngel (1%) TAE-Puffer (pH 8,0) + Agarose 10,0 mg/ml
Midori Green DNA 0,025 ul/ml

Stain
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Puffer 1 (pH 8,0) EDTA 10,0 mM
TRIS-HCI 50,0 mM
direkt vor Gebrauch hinzufiigen: RNase A 10,0 ug/ml
Puffer 2 NaOH 200,0 mM
SDS 10,0 mg/ml
Puffer 3 (pH 5,5) Kaliumacetat 3,0 M
Essigsaure 120,0 ml/I
Puffer P, (pH 8,0) EDTA 1,0 mM
NacCl 100,0 mM
SDS 10,0 mg/ml
TRIS-HCI 10,0 mM
Triton X-100 20,0 ul/ml
Lésungen fiir biochemische Arbeiten
TEK-Puffer (pH 7,4) EDTA 1,0 mM
KCl 100,0 mM
TRIS-HCI 50,0 mM
TES-B-Puffer (pH 7,4) EDTA 1,0 mM
Sorbitol 0,6 M
TRIS-HCI 50,0 mM
TEG-Puffer (pH 7,4) EDTA 1,0 mM
Glycerin 0,2 ml/ml
TRIS-HCI 50,0 mM
Sonication-Puffer (pH 7,5) EDTA 1,0 mM
Glycerin 0,1 ml/ml
TRIS-HCI 50,0 mM
Puffer A (pH 7,5) Glycerin 0,1 ml/ml
Nacl 300,0 mM
TRIS-HCI 50,0 mM
Bradford-Reagenz Coomassie-Brillant-Blau G-250 100,0 mg/|
Ethanol 96% (V/V) 50,0 ml/I
Phosphorsaure 85% 100,0 ml/I
SDS-PAGE-Sammelgel (4%) Rotiphorese® Gel 30 0,65 ml
dH,0 3,05 ml
SDS (100 mg/ml) 50,0 ul
0,5 M TRIS-HCI (pH 6,8) 1,25 ml
direkt vorm GieRen hinzufiigen: ~ APS (100 mg/ml) 30,0 pl
und  TEMED 20,0 ul
SDS-PAGE-Trenngel (12%) Rotiphorese® Gel 30 2,2 ml
dH,0 1,65 ml
SDS (100 mg/ml) 50,0 ul
1,5 M TRIS-HCI (pH 8,8) 1,25 ml
direkt vorm GieRen hinzufigen: ~ APS (100 mg/ml) 30,0 pl
und TEMED 20,0 ul
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3x SDS-PAGE-Probenpuffer Bromphenolblau 21,0 mg
Glycerin 5,0 ml
dH,0 4,4 ml
SDS 1,0 g
0,5 M TRIS-HCI (pH 6,8) 6,25 ml
direkt vor Gebrauch hinzufiigen: DTT 75,0 mg
SDS-PAGE-Laufpuffer Glycin 14,4 g/l
SDS 1,0 g/l
TRIS 3,03 g/l
Coomassie-Fdrbeldsung Coomassie-Brillant-Blau R-250 0,5 g/l
Essigsaure 100, 0 ml/I
Methanol 500, 0 ml/I
Coomassie-Entfdrbel6sung Essigsdaure 50,0 mli/I
Ethanol 165,0 ml/I
Lésungen fiir chemische Synthesen
lonenaustausch-Puffer 2-Propanol 20,0 ml/I
Ammoniumhydrogencarbonat 2,0 g/l
Cellulose-Chromatographie-Puffer 2-Propanol 500,0 ml/I
Acetonitril 250,0 ml/I
Ammoniumhydrogencarbonat 4,0 g/l
Spriihreagenz-Lésung | 5-Sulfosalicylsdure 1,0 g
(vor Gebrauch frisch herstellen) Ethanol 60,0 ml
dH,0 40,0 ml
Spriihreagenz-Lésung Il Eisen(lIll)-chlorid 0,2 g
(vor Gebrauch frisch herstellen) Ethanol 80,0 ml
dH,0 20,0 ml

3.5. Pflanzen (-zellkultur)

Hypericum calycinum L.

Zellsuspensionskultur

Hypericum perforatum L.

AG Beerhues (Institut fiir Pharmazeutische Biologie, TU
Braunschweig)

Blatter / Bluten / Friichte / Knospen

Arzneipflanzengarten (Institut fir Pharmazeutische Biologie, TU
Braunschweig)

- auf Eis gesammelt, in flissigem Stickstoff gefroren und direkt weiterverarbeitet bzw. bei -80 °C bis zum Gebrauch gelagert

3.6. Klonierungs- und Expressionsorganismen

Bakterienstimme

DH5a Competent Escherichia coli (E. coli)

F’ ®806lacZAM15 end A1 rec A1 hsdR17(rk mk’) supE44 thi-1 A
gyrA96 relA1 A(lacZYA-argFV169) deoR

MAX Efficiency® DH10Bac™ Competent E. coli F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recAl

NEB 5a Competent E. coli (High Efficiency)

endA1 araD139 A(ara,leu)7697 galU galK A" rpsL nupG/
bMON14272/ pMON7124

fhuA2 D(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 f80D(lacZ)M15 gyrA96
recAl relA1 endA1 thi-1 hsdR17
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Hefestamm zur Expression

Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) INVScl MATa his3D1 leu2 trp1-289 ura3-52 MATa his3D1 leu2 trp1-289
ura3-52

Insektenzellstamm zur Expression

Spodoptera frugiperda (S. frugiperda) Gibco® Sf9 Invitrogen™, Life Technologies GmbH

3.7. (Zell-)Kulturmedien

Alle unten aufgelisteten Kulturmedien wurden wie unter 3.4 beschrieben angesetzt, eingestellt und fir
den Einsatz vorbereitet.

Medien fiir Bakterienkulturen

LB-Agar (pH 7,0) LB-Medium (pH 7,0) + Agar 15,0 g/l

LB-Medium (pH 7,0) Hefeextrakt 5,0 g/l
NaCl 10,0 g/l
Pepton aus Casein 10,0 g/l

SOC-Medium Glucose 20,0 mM
Hefeextrakt 5,0 g/l
KCl 10,0 mM
MgCl, 10,0 mM
MgSO, 10,0 mM
NaCl 10,0 mM
Pepton aus Casein 20,0 g/l

Medien fiir Hefekulturen

SGI-Agar SGI-Medium + Agar 20,0 g/l
SGI-Medium Adenin 0,04 g/l
Bacto Casaminosauren 1,0 g/l
Glucose 20,0 g/l
Histidin 0,03 g/l
Leucin 0,03 g/l
Tryptophan 0,02 g/l
Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren 6,7 g/l
YPGA-Agar YPGA-Medium + Agar 20,0 g/l
YPGA-Medium Adenin 0,04 g/l
Glucose 20,0 g/l
Hefeextrakt 10,0 g/l
Pepton aus Casein 10,0 g/l
YPGE-Medium Ethanol 30,0 ml/I
Glucose 5,0 g/l
Hefeextrakt 10,0 g/l
Pepton aus Casein 10,0 g/l

Medien fiir Insektenzellkulturen

Grundmedium Sf-900™ Il SFM Invitrogen™, Life Technologies GmbH
Sf9-Medium Sf-900™ || SFM +  Fetales Rinderserum 100,0 g/l
Penicillin / Streptomycin 10,0 g/l
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Medium fiir Zellsuspensionskulturen

LS-Medium (pH 6,0-6,3) 1-Naphthylessigsaure 0,186 mg/I
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure 0,22 mg/I
CaCl,- 2 H,0 440,0 mg/!
CoCl, - 6 H,0 0,025 mg/|
CuSO, - 5 H,0 0,025 mg/I
FeSO, - 7 H,0 27,8 mg/|
H3BO; 6,2 mg/I
KH,PO, 170,0 mg/|
Kl 0,83 mg/|
KNO; 1900, 0 mg/|
MgSO0, - 7 H,0 370,0 mg/|
MnSO, - H,0 19,9 mg/|
myo-Inositol 100, 0 mg/|
Na,EDTA - 2 H,0 41,3 mg/|
Na,MoO, - 2 H,0 0,25 mg/|
NH,NO; 1650, 0 mg/!
Saccharose 30,0 g/l
Thiamin-HCI 0,4 mg/I
ZnS0O, - 7 H,0 10,6 mg/I

3.8. DNA: Oligonukleotide und Plasmide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden bei den Firmen Eurofins Genomics GmbH oder Microsynth
AG synthetisiert, lyophilisiert ausgeliefert und in demineralisiertem Reinstwasser zu 100 uM geldst. Das De-
signen aller Oligonukleotide wurde entsprechend der allgemein gliltigen Empfehlungen durchgefuhrt[224].
Expressionsprimer wurden zusatzlich zu ihrer komplementaren Nukleinsdure-Sequenz am 5‘-Ende um eine
geeignete Restriktionsschnittstelle erganzt, welche sich auch im jeweiligen Expressionsvektor wiederfand.
Daran anschlieRend wurden drei weitere, zufdllig gewahlte Nukleobasen angehdngt, welche die Erken-
nungssequenz der Restriktionsendonukleasen (REs) vor einem moglichen unspezifischen Abbau bewahren.

Degenerierte Oligonukleotide stellen Gemische von sequenzahnlichen Oligonukleotiden dar, die sich
durch eine oder mehrere variierende Nukleobasen an definierten Positionen auszeichnen. Je mehr Nukleo-
basen variabel sind, desto hoher der Degenerationsgrad (= Produkt aller moglichen austauschbaren Posi-
tionen im Oligonukleotid), d.h. desto mehr unterschiedliche Einzel-Oligonukleotide liegen in einem Gemisch
in gleicher Menge vor. Dabei ist zu beachten, dass mit steigendem Degenerationsgrad die Spezifitat sinkt,
weshalb ein Wert von <256 nicht tGberschritten werden sollte, um in einer PCR noch eine ausreichend hohe
Menge an spezifischem Oligonukleotid zu gewahrleisten. Mit der Verwendung der neutralen Base Desoxy-
inosin, die mit allen vier Nukleobasen hybridisieren kann, ist es beim Designen von degenerierten Oligo-
nukleotiden mit komplett variablen Positionen dennoch moglich den Degenerationsgrad niedrig zu halten,
da an Stelle des Faktors vier fur jede einzelne Nukleobase nur der Faktor eins fiir das Desoxyinosin einge-
rechnet werden muss.

Degenerierte Oligonukleotide M=A/C,Y=C/T, W=A/T,R=A/G, | = Desoxyinosin
Name Sequenz (5 >3°)
BIG_DEGEN_FOR 5‘- GAAMYWGAYARGATWAAYAARCC -3°
BIG_DEGEN_REV 5 ATCTCCITYIRYRTCWGRWAIATC -3°
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Oligonukleotide fiir PTs aus H. perforatum

Name
10745_BamH]I_for
10745_Kpnl_rev
15746_BamH]I_for
15746_Xhol_rev

2013053_BamH]I_for
2013053_Xhol_rev
2095043_BamHI_for
2095043_Xhol_rev

4472 forl
4472 _for2
4472 revl
4472 _rev2

470_pFastBac_For

470_pFastBac_Re
9259 for_BamHI
9259 rev_Kpnl
gnl_10745_5-rev
hpa_8393_for
hpa_8393_rev
PR.V6_FOR
PR.V6_11.3,19.3
PT4472_F1
PT4472_F2
PT4472_F_EX
PT4472_R_EX
PTF-1_cut_for
Tex_for_BamHI
Tex_rev_Kpnl
To_PL.V6_3'R1
To_PL.V6_3'R2
To_PL.V6_5'R1
To_PL.V6_5'R2
To_PL.V6_5'R3

Oligonukleotide fiir PTs aus H. calycinum

Sequenz (523", Restriktionsschnittstellen unterstrichen)

nach Publikation in der wissenschaftlichen Fachpresse verfiigbar!

nach Publikation in der wissenschaftlichen Fachpresse verfiigbar!

5‘- AATGGATCCATGGAGACCTTTCGCTTTCCCTC -3°

5- AATCTCGAGTTAAATGAATGGAAACAGCAAAATTTGGACAAG -3°
5- AATGGATCCATGGACGTTTCCAGTGCTGCTTTCAC -3°

5- AATCTCGAGCTAGAGGAATAGAAGCGTGATAAACTGCAG -3°

5- AATGGATCCATGGATCTCTCTCCACCACCTTCTTC -3°

5- AATCTCGAGCTAGATAAAAATAAATAAAGCGTACTCCGCACG -3°
5‘- CTAAGGCTTCTACTTTTGGAGCTCC -3¢

5‘- CAAGCAGTTTTGGGAGTCCCTTTTCG -3°

5‘- CCATACATGCGGGGTCTCAACC -3¢

5‘- GCTTCACTCTTTCTCGGATGTTCAGG -3°

5‘- ATTGAATTCATGGAGATCTCTTGCTTTCCTTCATCTGC -3°

5‘- ATTCTCGAGCTAGATGAAGGGAAGTAGGATTAAGTGGGC -3°

nach Publikation in der wissenschaftlichen Fachpresse verfiigbar!

nach Publikation in der wissenschaftlichen Fachpresse verfiigbar!

5‘- CGTTCCAGCAAATCCGACAAGG -3°

5‘- AATGGATCCATGGAGCTCTCCATTTTCCCGTCCTCTC -3¢
5‘- AATCTCGAGTTAGATGAAAGGGAAGAGGGCGTACTCGG -3°
5‘- GTACGCGGGACACAAAGCAATTGG -3¢

5- CCTCCGGAATTACTTAGAAACTTGTGC -3°

5- CTTCAACTTCCGATGGAAATCTCC -3¢

5- GATTGCCTTCGTCTGCTCTG -3°

5- AATGGATCCATGGAAATCTCCCGATTGC -3¢

5‘- AATGGTACCCTAAATAAACGGGAACAATAAAGTTTG -3°
5‘- ATTGGATCCATGTCACAAGCACGGGCTCAGGAGG -3¢

5- ATTGGATCCATGGACGTTTCCAGTTCTGCTTTCACAC -3°
5‘- ATTGGTACCCTAGAGGAATGGAAGCGTGATAAACTGC -3¢
5- CAGTTTGGTTATAGCTGGAGCTCTG -3¢

5‘- CCTTTCCGCTTTAAGGCGTCCACC -3°

5‘- CCTGGCTGGTTGAAAATATGGTGG -3¢

5‘- GCCAATGGTGGACGCCTTAAAGC -3°

5‘- GGAAAGGGGGAACGGAATATACC -3°

Name

290_pFastBac_For

290_pFastBac_Re

339 _pFastBac_For

339 _pFastBac_Re
HcPT-1_Kpnl_rev
HcPT-1_Xhol_for
HcPT-2_GFP-rev
HcPT-2_oT_for

HcPT-2_oT_GFP-rev

HcPT-2_oT_rev

Sequenz (523", Restriktionsschnittstellen unterstrichen)

5‘- ATTGAATTCATGGAGCTCTCCCGGATGC -3°

5‘- ATTCTCGAGCTAAACGAAAGGAAGCAGAATATACTGC -3¢

5‘- ATTGAATTCATGGAGGTTTCTCGATTGCCATCG -3°

5- ATTAAGCTTCTAGATGAAGGGGAGCAAGATAAATTGC -3¢

5‘- AATGGTACCCTAAATAAAAGGAAATATGGCCCACTCTGC -3°

5- AATCTCGAGATGGATAATCTATCCCTCTCCCTTCC -3¢

5- AAATCTAGAAACGAAAGGAAGCAGAATATACTGC -3¢

5- AATGAATTCATGGCCACTCCCGGCCGTTTCGTACC -3°

5‘- AAATCTAGAAACGAAAGGAAGCAGAATATACTGCACAACG -3¢

5‘- AATTTAATTAACTAAACGAAAGGAAGCAGAATATACTGCACAACGTAGAC -3°
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Oligonukleotide fiir RACE-Anwendungen V = A/C/G, N = A/C/G/T
Name Sequenz (5 >3°)

3‘-RACE CDS Primer A 5'- AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACTTTTTITTTTTITTTITTTITTTITTTTTTITTITTITVN -3¢

5’-RACE CDS Primer A S“TTTTTTTTTTTTITTTTTITTTTTITVN -3¢

RACE long 5‘- CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT -3°

RACE short 5‘- CTAATACGACTCACTATAGGGC -3°

SMARTer II™ A Oligo 5‘- AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG -3°

Oligonukleotide zum Sequenzieren

Name Sequenz (5>3°)

GAL 1-for 5 ATTTTCGGTTTGTATTACTTC -3°

GAL 1-rev 5 GTTCTTAATACTAACATAACT -3¢

GAL 10-for 5‘- GGTGGTAATGCCATGTAATATG -3¢
GAL 10-rev 5‘- GGCAAGGTAGACAAGCCGACAAC -3¢
M13 uni (forward) 5- TGTAAAACGACGGCCAGT -3¢
pFB1_Seq_for 5'- CTAGTGGTTGGCTACGTATACTC -3¢
pFB1_Seq_rev 5‘- GCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGG -3°
SP6 (reverse) 5- ATTTAGGTGACACTATAGAA -3°

Sonstige Oligonukleotide

Name Sequenz (5 3’, Restriktionsschnittstellen unterstrichen)
pFB1_GFP_F 5'- AATCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG -3
pFB1_GFP_R 5'- AATAAGCTTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC -3¢
Vektoren
pESC-URA Hefe-Expressionsvektor Stratagene, Agilent Technologies, Inc.
pET-52b(+)-eGFP eGFP-Donorplasmid AG Wittstock (Institut fir Pharmazeutische
Biologie, TU Braunschweig)
pFastBac™ 1 Insektenzell-Transfervektor Invitrogen™, Life Technologies GmbH
PGEME®-T easy T-Uberhang-Klonierungsvektor Promega GmbH
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Abbildung 3.1 Vektorkarten verwendeter Klonierungs-/Expressionsplasmide mit spezifischen Plasmid-Eigenschaften (A—E; erstellt

mit SnapGene® Viewer)
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3.9. Verwendete Software und Online-Tools

Desktop-Software

Agilent ChemStation for LC 3D systems Rev. B.04.03(16)
Analyst Software 1.6.2

BioEdit version 7.2.5

ChemBioDraw Ultra 12.0

FastPCR 4.0

GENtle 1.9.4

Hyper32 1.0.0

Infinity Capt 15.06
IrfanView 4.36
Mega 6.06

Microsoft Office 2010
NIS-Elements Microscope Imaging Software/Viewer 4.20

SnapGene® Viewer 2.8.2

Online-Software

Agilent Technologies, Inc.

AB SCIEX Germany GmbH

Tom Hall, Isis Pharmaceuticals Inc.

Cambridge Soft, PerkinElmer Inc.

Ruslan Kalendar, PrimerDigital Ltd.

Magnus Manske — http://gentle.magnusmanske.de/

John S. Easterby — http://homepage.ntlworld.com/john.
easterby/hyper32.html
Vilber Lourmat Deutschland GmbH

Irfan Skiljan — http://irfanview.com/

Koichiro Tamura, Glen Stecher, Daniel Peterson, Sudhir Kumar —

http://megasoftware.net/mega.php
Microsoft Co.

Nikon Instruments Europe B.V.
GSL Biotech LLC.

(Alle gelisteten URLs wurden letztmals am 11. Juni 2016 positiv auf ihre Aktualitdt Gberpriift.)

NCBI Basic Local Alignment Search Tool (NCBI-BLAST)
BLAST for 1.000 Plants (Transkriptom)

Calculation of protein isoelectric point

ChloroP 1.1 Server

DoubleDigest Calculator

ExPASy ProtParam

ExPASy Translate

iPSORT

Medicinal Plants Genomics Resource (Transkriptom)
MultAlin

MWG Primer-Uberpriifung

Oligo Calc

PhytoMetaSyn (Transkriptom)

Predotar

PROTEIN CALCULATORv. 3.4

SIAS (Sequence Identity And Similarity)
SOSUI Prediction of Membrane Proteins
TargetP 1.1 Server

TMHMM Server v. 2.0

ViroBLAST (Transkriptom)

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://bioinfodata.org/Blast40neKP/home
http://isoelectric.ovh.org/
http://cbs.dtu.dk/services/ChloroP/
https://thermofisher.com/de/de/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-
modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-

scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
http://web.expasy.org/protparam/

http://web.expasy.org/translate/
http://ipsort.hgc.jp/index.html

http://medicinalplantgenomics.msu.edu/index.shtml

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

http://ecom2.mwgdna.com/services/oligo/appl-
oligos.tcl?ot=0LIGO PCR
http://basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html

http://phytometasyn.ca/

https://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html

http://protcalc.sourceforge.net/

http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html

http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/
http://cbs.dtu.dk/services/TargetP/
http://cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://webblast.ipk-gatersleben.de
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4 METHODEN

4.1. Kultivierung und Elicitor-Behandlung von Zellsuspensionskulturen

)[225], waren bei Antritt

der Forschungsarbeiten bereits in unserer Arbeitsgruppe (AG) etabliert™. Sie wurden als 50 ml-Proben in

Die Zellsuspensionskulturen von H. calycinum, angezogen in LS-Medium (siehe 3.7

250 ml-Erlenmeyerkolben bei 22 °C und 125 min™ auf einem Tischschittler im Dunkeln kultiviert und nach
jeweils zwei Wochen auf frisches LS-Medium Gberimpft. Dabei wurden unter sterilen Bedingungen die Zel-
len durch Vakuumfiltration vom Medium getrennt und je 3 g in 50 ml frischem LS-Medium suspendiert.

Um die Zellsuspensionskulturen zur Expression induzierbarer PTs und Bildung von prenylierten Sekun-
darstoffen anzuregen, wurden ihnen sterile Hefeextrakt-Losung bis zu einer Endkonzentration von 3 g/I hin-
zugefiigt, und parallel wurde eine Vergleichskultur als Negativkontrolle in gleicher Weise mit sterilem dH,0
statt Elicitor-Losung angefertigt. Entweder 8 h oder 24 h nach Elicitor-Behandlung wurden die Zellen fir
eine anschliefende Extraktion von RNA oder gebildeten Sekundarstoffen durch Vakuumfiltration vom Me-
dium getrennt, in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C bis zum Gebrauch gelagert.

Abbildung 4.1 Kulturkolben mit Zellsuspensionskulturen von H. calycinum im Tischschittler

4.2. Chemische Synthesen

4.2.1. Synthese von Dimethylallyldiphosphat
Das Trisammoniumsalz von Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) wurde, wie bereits in unserer AG be-

schrieben?% [226]

, in Anlehnung an eine Methode zur Synthese von Geranyldiphosphat synthetisiert, wobei
Schritt A — die Bereitstellung eines reaktiven Prenylchlorids —aufgrund der kommerziellen Verflgbarkeit
der Substanz 1-Chlor-3-methylbut-2-en Gbersprungen wurde. Fiir den wasserfreien Reaktionsablauf wur-
den in einem Uber Nacht hitzegetrockneten 100 ml-Rundkolben mit Rihrfisch 5,64 mmol Tris-(tetrabutyl-
ammonium)-hydrogendiphosphat in 20 ml trockenem Acetonitril suspendiert, der Kolben mit Stickstoffgas
evakuiert und mit einem Silikon-Septum verschlossen. Mit Hilfe einer Kanile wurden 2,91 mmol 1-Chlor-
3-methylbut-2-en durch das Septum in den Kolben gegeben und der Reaktionsansatz bei Raumtemperatur
fir 2 h geriihrt. AnschlieBRend wurde das Losemittel am Vakuumrotationsverdampfer (VRV) bei 40 °C und
150 mbar vollstandig abgezogen und der blassgelbe, viskose Riickstand in 3 ml lonenaustausch-Puffer (sie-

he 3.4) gel6st. Diese Losung wurde auf eine lonenaustauscher-Saule (DOWEX® AG 50W-X8, 100—-200 mesh,
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vorbereitet als NH,-Form gemiR Original-Vorschrift) geladen und mit lonenaustausch-Puffer (360 ml,
Tropfgeschwindigkeit: ca. 10 ml/min) Gber die Saule gefiihrt. Nachdem das Eluat mittels Lyophilisierung flr
ca. 28 h vollstandig getrocknet worden war, wurde der Rickstand in 50 mM NH4HCO;-Losung wieder aufge-
nommen und die Synthesemischung mehrmals extrahiert. Dazu wurden 20 ml eines Gemisches von 2-Pro-
panol und Acetonitril (1:1, V/V) dazugegeben, mittels Vortexen gut gemischt und ein ausfallender Nieder-
schlag bei 1.000 x g fiir 5 min abzentrifugiert, wobei der klare Uberstand anschlieBend vorsichtig abgenom-
men wurde. Dieser Schritt wurde wiederholt sowie drei weitere Extraktionen mit 2 ml 50 mM NH,HCO;-
Loésung und 8 ml des 1:1-Gemisches 2-Propanol : Acetonitril (V/V) angefiigt. Die vereinten Uberstinde wur-
den wie zuvor beschrieben am VRV auf ca. 5 ml eingeengt und mit 5 ml Cellulose-Chromatographie-Puffer
(siehe 3.4) versetzt. Das Gemisch wurde vollstandig auf eine Cellulose-Saule (Cellulosepulver MN 2100, vor-
behandelt gemall Original-Vorschrift) geladen. Unter Verwendung von Cellulose-Chromatographie-Puffer
als mobile Phase wurden nach einem Vorlauf eines Sdulenvolumens Fraktionen zu je 15 ml Eluat gesam-
melt. Die Kontrolle der einzelnen Fraktionen auf DMAPP erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie (DC)
unter Verwendung von Cellulose-DC-Fertigplatten (siehe 3.1) als stationdre und Cellulose-Chromatogra-
phie-Puffer als mobile Phase. Zur Detektion diente ein Reaktionsgemisch aus Sprihreagenz-Lésung | und
Spruhreagenz-Losung Il, welche — nacheinander auf die entwickelten DC-Platten gespriiht — phosphathalti-
ge Verbindungen als weille Banden auf rosa-gefarbtem Hintergrund sichtbar machten (siehe Anhang 10.1).
DMAPP enthaltende Fraktionen wurden vereint, am VRV eingeengt und mittels Lyophilisierung vollsténdig
getrocknet. Das gereinigte Syntheseprodukt wurde in methanolischer Losung mittels Massenspektrometrie
(MS; siehe 4.8) auf DMAPP kontrolliert, anschliefend in einem Gemisch aus Methanol und 10 mM NH,OH-
Losung (7:3, V/V) zu einer 50 mM Losung aufgenommen und bei -80 °C bis zum Gebrauch gelagert.

Geranyldiphosphat (GPP) wurde in unserer AG entsprechend der obigen Vorschrift — unter Verwendung
von 2,91 mmol trans-1-Chlor-3,7-dimethylocta-2,6-dien als Ausgangsreagenz — von MOHAMED NAGIA synthe-
tisiert und unter gleichen Bedingungen aufgereinigt und gelagert.

/Lﬁ Ll i u I /u
~ cl lonenaustausch =~ ~ OP20g(NH4)3

1-Chlor- Trisammonium-DMAPP
3-methylbut-2-en (M = 246,09 g/mol)

Abbildung 4.2 Reaktionsschema der Synthese von Dimethylallyldiphosphat

4.2.2. Synthese von Phlorisobutyrophenon

Das Acylphloroglucin-Derivat Phlorisobutyrophenon (PIBP, 2-Methyl-1-(2,4,6-trihydroxyphenyl)-propan-
1-on) wurde in Anlehnung an die Methode von VAN KLINK et al.?" mittels einer Friedel-Crafts-Acylierung
synthetisiert. Fiir den wasserfreien Reaktionsablauf wurden in einen Uber Nacht hitzegetrockneten 250 ml-
Dreihalskolben mit Ruhrfisch 25 mmol trockenes Phloroglucin und 6,67 g trockenes AICl; gefillt und der
Kolben luftdicht verschlossen. Unter Rithren im Eisbad wurde der Kolben mit Argon als Schutzgas geflutet,
um eventuelle Restfeuchte aus der Luft zu vertreiben, und fiir das weitere Vorgehen dauerhaft unter
Argon-Atmosphéare gehalten. Mit Hilfe einer Kaniile wurden 25 ml POCl; und anschlieRend, zum Starten der
Reaktion, dquimolar zum Phloroglucin 2-Methylpropionsaure durch das Septum in den Kolben gegeben. Die
Reaktionsmischung riihrte zuerst bei 0 °C fiir 8 h und danach bei 4 °C fiir weitere 40 h. Die In-Prozess-Kon-
trolle des Reaktionsfortschritts erfolgte nach frei gewahlten Zeitabstanden durch Abnahme von je zwei
Tropfen des Ansatzes, die mit 1 ml dH,0 und 0,2 ml Dichlormethan gemischt wurden, wonach die resultie-
rende Dichlormethan-Phase fiir eine Ubersichts-DC abgenommen wurde. Unter Verwendung von Kieselgel-
DC-Fertigplatten (siehe 3.1) als stationdre Phase, einem Gemisch aus Dichlormethan und Petrolether (1:1,
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HO OH HO OH
AICl3, POCl3
+ HO e
OH o} OH
Phloroglucin 2-Methyl- Phlorisobutyrophenon
propionsaure (M = 196,07 g/mol)

Abbildung 4.3 Reaktionsschema der Synthese von PIBP

V/V) als mobile Phase sowie Phloroglucin und PIBP (aus einer frilheren Synthese) als Referenzsubstanzen
wurden die Proben aufgetrennt und unter UV,s, detektiert.

Die Reaktion wurde durch UbergieRen des Reaktionsansatzes tiber 100 g zerstoRenes Eis gestoppt und
der Kolben mit Eiswasser und einer Portion Dichlormethan nachgespiilt. Mit Dichlormethan (% Volumen
der wassrigen Phase) wurde das Reaktionsgemisch 4 x extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit
gesattigter NaHCO;-Losung (96 g/l) gewaschen (2 x 200 ml, 1 x 100 ml) und Uber wasserfreiem Na,SO, ge-
trocknet. Anschliefend wurde die filtrierte Losung am VRV bei 40 °C und 800 mbar auf ca. 3 ml eingeengt
und auf einer Kieselgel-Saule (Kieselgel 60, 0,04—0,063 mm) aufgereinigt. Nach 50 ml Vorlauf wurden mit
Dichlormethan und Petrolether (1:1, V/V) als mobile Phase 50 Fraktionen zu je 10 ml Eluat gesammelt und
anschlieBend mit Dichlormethan und Methanol (10:1, V/V) als FlieBmittel die gleiche Menge an Fraktionen
erneut aufgefangen. Die Kontrolle der einzelnen Fraktionen auf PIBP erfolgte mittels DC unter Verwendung
von Kieselgel-DC-Fertigplatten als stationare Phase und u.a. einem Gemisch aus Petrolether und Ethylacetat
(7:3, V/V) als FlieRmittel, wobei geeignete Zusammensetzungen empirisch ermittelt wurden (Tabelle 4.1).
Die Detektion von PIBP erfolgte bei UV,s4. PIBP enthaltende Fraktionen wurden vereint und am VRV bis zur
Trockne eingeengt. Die Identitat des gereinigten Syntheseproduktes wurde anschlieRend in methanolischer
Losung durch HPLC (siehe 4.7) und MS (siehe 4.8) bestétigt, das PIBP in Methanol zu einer 10 mM Ldsung
aufgenommen und bei -20 °C bis zum Gebrauch gelagert.

Tabelle 4.1 Getestete DC-FlieBmittel zur Untersuchung und Identifizierung von PIBP

1. Dichlormethan 1T 1T Petrolether
2. Dichlormethan 7T 3T Petrolether
3. Cyclohexan 5T 1T Ethylacetat
4. Dichlormethan 1T 1T Ethylacetat
5 Dichlormethan 4T 1T Ethylacetat
6. Dichlormethan 7T 3T Ethylacetat
7. Dichlormethan 10T 1T Methanol

8. Petrolether 1T 1T Ethylacetat
o8 Petrolether 7T 3T Ethylacetat

4.2.3. Synthese von 1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon

Das Substrat 1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon (1,3,6,7-THX, 1,3,6,7-Tetrahydroxy-9H-xanthen-9-on) wurde
in einer Zwei-Schritt-Synthese zu einem Teil synthetisch und zum anderen Teil biotechnologisch hergestellt.
In einem ersten Schritt wurde die Zwischenstufe 1,3,7-Trihydroxyxanthon (1,3,7-THX, 1,3,7-Trihydroxy-9H-
xanthen-9-on) nach Vorschrift von GENoux-BAsTIDE et al.??®!
ablauf wurden in einem Uber Nacht hitzegetrockneten 100 ml-Rundkolben mit Rihrfisch 1,98 g P,Os in

synthetisiert. Fiir den wasserfreien Reaktions-

25 ml Methansulfonsdure suspendiert, der Kolben luftdicht mit einem Silikon-Septum verschlossen und die
Mischung in einem Silikondlbad bei 85 °C gerihrt, bis das P,05 komplett gelost war. AnschlieBend wurden

37

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



4 | Methoden

dem Ansatz 3,25 mmol Phloroglucin und 3,25 mmol 2,5-Dihydroxybenzoesaure hinzugefiigt und die Reak-
tion bei 85 °C fir mindestens 1 h weitergerihrt. Die In-Prozess-Kontrolle auf eine vollstandig abgelaufene
Reaktion erfolgte nach 1 h durch Abnahme von zwei Tropfen des Ansatzes, die mit 1 ml dH,0 und 0,2 ml
Ethylacetat gemischt wurden, wonach die resultierende Ethylacetat-Phase fiir eine Ubersichts-DC abge-
nommen wurde. Unter Verwendung von Kieselgel-DC-Fertigplatten (siehe 3.1) als stationdre Phase, einem
Gemisch aus Petrolether und Ethylacetat (7:3, V/V) als mobile Phase sowie Phloroglucin, 2,5-Dihydroxy-
benzoesdure und 1,3,7-THX (aus einer friiheren Synthese) als Referenzsubstanzen wurden die Proben auf-
getrennt und bei UV,s, detektiert. Zum Stoppen der Reaktion wurde tropfenweise dH,0 zum Ansatz pipet-
tiert, bis dieser nicht mehr sprudelte. Unter Nachsplilen des Kolbens wurde das Reaktionsgemisch 3 x mit
Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber wasserfreiem Na,SO, getrocknet und die
filtrierte Losung am VRV bei 40 °C und 240 mbar auf ca. 3 ml eingeengt. Die Aufreinigung von 1,3,7-THX
erfolgte auf einer Kieselgel-Saule (Kieselgel 60, 0,04-0,063 mm), wobei die Zusammensetzung der mobilen
Phase aufgrund einer verwendeten Gradienten-Elution wechselte —von einem anfanglichen Gemisch von
Petrolether und Ethylacetat im Verhaltnis 4:1 (V/V) bis zum Verhéltnis 7:3 (V/V). Nach 50 ml Vorlauf wur-
den 20 Fraktionen zu je 50 ml Eluat gesammelt und nach dem Wechsel des Elutionsmittels nochmal 130
Fraktionen zu je 15 ml. Die Kontrolle der einzelnen Fraktionen auf 1,3,7-THX erfolgte mittels DC unter Ver-
wendung von Kieselgel-DC-Fertigplatten als stationdre Phase und einem FlieBmittelgemisch aus Petrolether
und Ethylacetat (7:3, V/V). Die Detektion von 1,3,7-THX erfolgte bei UV,s,. Alle 1,3,7-THX enthaltenden
Fraktionen wurden vereint, am VRV eingeengt, das Produkt mittels Lyophilisierung vollstandig getrocknet
und in methanolischer Losung massenspektrometrisch analysiert (siehe 4.8).

H 0 OH
H OH + P20s, CH403S HO O O
OH HO OH 6] OH
2,5-Dihydroxybenzoesaure Phloroglucin 1,3,7-Trihydroxyxanthon

(M = 244,04 g/mol)

Abbildung 4.4 Reaktionsschema der Synthese von 1,3,7-Trihydroxyxanthon

Der zweite Syntheseschritt umfasste eine enzymatische Umwandlung von 1,3,7-THX in 1,3,6,7-THX
durch die Xanthon 6-Hydroxylase-Aktivitat einer Cytochrom P450-Monooxigenase aus unserer AG”?*! Eine
Hefesuspension (200 ml) eines gentechnisch modifizierten S. cerevisiae-Stammes (fahig zur Expression der
Xanthon 6-Hydroxylase) in YPGE-Medium (siehe 3.7; ODgoo = 1,5—2,0) wurde mit 22,5 ml Galactose-Losung
(200 g/l) induziert (siehe 4.4.1.2), zeitgleich mit 10 mg 1,3,7-THX versetzt und bei 30 °C und 250 min™ fur
24 h inkubiert. Die Zellen wurden vom Medium abgetrennt und der Uberstand mit Ethylacetat (3 x 200 ml)
extrahiert. Anschliefend wurden die vereinigten organischen Phasen lber wasserfreiem Na,SO, getrocknet
und die filtrierte Losung am VRV bei 40 °C und 240 mbar auf ca. 3 ml eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte
mittels Dinnschichtchromatographie auf Kieselgel-DC-Fertigplatten (siehe 3.1; Nano-Sil C;g) mit Umkehr-
phase (engl. reverse phase, RP) und einer mobilen Phase aus dH,0 und Methanol (3:2, V/V). Die aufzu-
reinigende Lésung wurde bandenférmig komplett auf mehrere DC-Platten aufgetragen und alle Chromato-
gramme wurden entwickelt. Nach Detektion bei UV3s; wurden diejenigen Banden, die 1,3,6,7-THX enthiel-
ten, samt RP-Kieselgel vom DC-Plattentrager abgekratzt, die stationdren Phasen vereint und wiederholt mit
mehreren Portionen zu je 20 ml Acetonitril unter Schiitteln extrahiert. Die vereinten Losemittel-Extrakte
wurden im Kaltluftstrom zur Trockne gebracht und anschliefend lyophilisiert. Das Syntheseprodukt 1,3,6,7-
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THX wurde in Methanol zu einer 10 mM L6sung aufgenommen, die Identitdt durch HPLC (siehe 4.7) und
MS (siehe 4.8) bestatigt und bei -20 °C bis zum Gebrauch gelagert.

O OH o} OH
Xanthon 6-
HO O O Hydroxylase HO O O
R A’ ShububadE, S
O OH HO O OH
1,3,7-Trihydroxyxanthon 1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon

(M = 260,03 g/mol)

Abbildung 4.5 Reaktionsschema der enzymatischen C—6-Hydroxylierung von 1,3,7-Trihydroxyxanthon

4.3. Molekularbiologische Untersuchung von Prenyltransferase-Genen

4.3.1. Transkriptom-Analysen

Der Begriff Transkriptom beschreibt die Gesamtheit aller Gene, die in einem Zelltyp zu einem definierten
Zeitpunkt von DNA in RNA transkribiert werden, d.h. das Transkriptom zeigt eine Momentaufnahme des zu
einem bestimmten Zeitpunkt vorliegenden RNA-Pools eines Zelltyps. Alle Gene werden dabei erfasst, die
kontinuierlich exprimiert oder zum Aufnahme-Zeitpunkt des Transkriptoms induziert exprimiert werden,
wobei diejenigen Gene, die zum gewadhlten Zeitpunkt inaktiv sind, nicht als Teil des Transkriptoms auftau-
chen. Die Aktivitdt der Genexpression kann dabei einerseits gewebespezifisch analysiert werden, indem
man eine differenzierte Analyse von einzelnen Geweben oder Zelltypen vornimmt. Andererseits ist es mog-
lich die Expressionsstdrke einzuordnen mit Hilfe des FPKM-Wertes (engl. fragments per kilobase of tran-
script per million mapped reads) als MaR des Expressionsgrades, der die Anzahl an gleichen bzw. isoformen
Transkripten pro eine Million erfasster Transkripte angibt[m].

Im Verlaufe dieser Arbeit wurde sich die Information von vier verschiedenen Online-Transkriptomen
(siehe 3.9) von H. perforatum zunutze gemacht —die Transkriptome des Medicinal Plant Genomics Re-
source (MPGR)?**?*? des PhytoMetaSyn-Projektes™**** des IPK Gatersleben (ViroBLAST; durch freund-
liche Unterstiitzung von DR. LOTHAR ALTSCHMIED und DR. TIMOTHY SHARBEL zur Verfligung gestellt) und des
1000-Pflanzen-Konsortiums (engl. 1KP project)[235'236]. Diese vier Datenbanken wurden mittels BLAST-Ana-
lysen (engl. basic local alignment search tool)[237] auf Fragmente oder Volllange-cDNAs neuer AS-PT-Se-
guenzen untersucht.
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Abbildung 4.6 Ubersicht der nacheinander geschalteten Schritte zum ,,Fischen” von cDNA-Sequenzen in den Transkriptom-Ana-
lysen. A: BLAST-Suche mit bekannten Sequenzen in ViroBLAST (vorldufig). B: Suche mit bekannten Sequenzen und Hits aus A in
MPGR. C: Suche mit bekannten Sequenzen und Hits aus A und B in allen vier Transkriptomen. D: Suche mit allen Hits aus A—C in
allen vier Transkriptomen. Blau: ViroBLAST; griin: PhytoMetaSyn; orange: 1KP; rot: MPGR

Alle BLAST-Untersuchungen wurden mit den jeweils voreingestellten Standard-Einstellungen der jeweili-
gen Online-Suchwerkzeuge unter Verwendung unterschiedlicher BLAST-Modi (tblastx oder blastn) durch-
geflihrt. In einer ersten Untersuchungsrunde wurden die erste klonierte Volllange-cDNA (,,HpPT-1“) und die
Sequenz des bedeutsamen Referenz-PT-Gens ,HIPT-1“12® (siehe 5.2.3.1) als BLAST-Abfrage fir Untersu-
chungen einer vorlaufigen, unveroffentlichten Version des IPK Gatersleben-Transkriptoms eingesetzt. Die-
selben beiden PT-Sequenzen plus die aussichtsreichsten Treffer aus Runde 1 dienten in einer spateren Ana-
lyserunde als Ausgangspunkt fiir eine Sequenzsuche innerhalb des MPGR-Transkriptoms, die wie von MUL-
LER”?? zuvor beschrieben angegangen wurde. Eine dritte, sehr ausfiihrliche Analyserunde mit einer Ver-
knGpfung der Sequenzinformationen aller vier Transkriptome startete zeitlich versetzt mit dem Referenz-
Gen ,HIPT-1“, zwischenzeitlich gewonnenen PT-Volllange-cDNAs (,HpPT-1-4“) sowie den Sequenzen
,HCPT“, ,,HcPT-2“ und ,,HpPT-9”[22°] (siehe Tabelle 5.4) als Suchanfrage. Die genannten acht Sequenzen
wurden in allen vier Datenbanken geblastet und anschlieRend alle PT-ahnlichen Sequenzen, die sich durch
eine Mindestlange von =300 Nukleobasen (>50 Nukleobasen bei ViroBLAST) und >50% Sequenz-Gleichheit
zur Abfrage-Sequenz als vielversprechend erwiesen, in einen Sequenzkatalog aufgenommen. In einer nach-
geschalteten Detail-Analyse wurde nun jeder Treffer erneut gegen das Transkriptom, dem er selbst ent-
stammte, aber auch gegen die drei verbliebenen Transkriptome geblastet (fiir neue Treffer galt: 250 Nu-
kleobasen Mindestlange, 290% Sequenzgleichheit) und anschlieBend alle tGbrigen Sequenzen in einer 1:1-
Analyse mittels Alignment miteinander vergleichen. Einerseits konnten so weitere PT-Fragmente — behan-
delt nach gleichen Auswahlkriterien wie zuvor — in den Sequenzkatalog mit aufgenommen werden. Ande-
rerseits wurden durch den exakten Sequenzvergleich mehrfach auftretende Sequenzen, die sich ausschlieR-

40

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



4 | Methoden

lich aufgrund alternativer Langen oder abweichender Benennung (von Transkriptom zu Transkriptom ver-
schiedene Sequenz-IDs) voneinander unterschieden, aus der Sequenzensammlung eliminiert und die Tref-
ferliste ausgediinnt. Innerhalb dieses Sequenzkataloges wurden im Anschluss noch diejenigen cDNAs fir

(132 quf-

weitere Klonierungsarbeiten herausgesucht, die hauptsachlich in Hyperforin-reichen Geweben
tauchten und dort hoch exprimiert waren — sofern denn Informationen Gber ihre Gewebeverteilung und Ex-
pression in Form von FPKM-Werten vorlagen. Dadurch sollte die Wahrscheinlichkeit erhoht werden, mog-
liche PTs mit Beteiligung an der Hyperforin-Biosynthese zu identifizieren.

Ausgewadhlte, extrahierte Sequenzen aus den Transkriptomen wurden zur Vervollstdandigung von PT-
Genen als Matrize fur die RACE-Klonierung (siehe 4.3.4.2; 4.3.5.4) eingesetzt. Volllange-Sequenzen wurden
in Expressionsvektoren integriert (siehe 4.3.7.4) und anschlieBend fiir nachfolgende Enzymaktivitatstests

Uberexprimiert (siehe 4.4).

4.3.2. Extraktion von Gesamt-RNA

Die Isolierung von RNA aus Pflanzenmaterial wurde mit verschiedenen Verfahren durchgefihrt, da nicht
jede Methode universell geeignet war. Die Prinzipien der Isolierung beruhten auf dem Verfahren der Zwei-
Phasen-Extraktion, bei der sich sowohl unterschiedliche Loslichkeiten von Biomolekiilen und Zellbestand-
teilen zunutze gemacht wurden, als auch die selektive Fallung von RNA durch Alkoholzugabe oder hohe
Salzkonzentrationen. Bei dem Einsatz kommerzieller Kits mit Extraktionssdulen (engl. spin column) konnte
zusatzlich die spezifische Adsorption von ausgefallenen Nukleinsduren an eine selektive Membran/Matrix
(meist aus Kieselgel oder DEAE-Dextran, selten Glasfaserfilter) iber polare bzw. ionische Molekil-Inter-
aktionen genutzt werden. Alle angewendeten Extraktionsverfahren wurden mit besonderer Sorgfalt durch-
geflihrt, um die wegen ihres einzelstrangigen Aufbaus sowie des ubiquitaren Vorkommens von RNasen und
oxidierenden Pflanzensekundarstoffen leicht zu degradierende RNA dennoch in ausreichend hoher Menge
und Qualitat zu gewinnen. Isolierte RNA wurde quantifiziert (siehe 4.3.3) und bei ausreichend hoher Quali-
tat, die mittels Gelelektrophorese (siehe 4.3.6.2) kontrolliert wurde, direkt fiir die cDNA-Synthese (sie-
he 4.3.4) verwendet oder bei -80 °C bis zum Gebrauch gelagert.

4.3.2.1. RNA-Extraktion mit kommerziellen Kits

Fir die Isolierung von Gesamt-RNA aus Elicitor-behandelten Zellsuspensionskulturen von H. calycinum
(siehe 4.1) wurde Qiagens RNeasy® Plant Mini Kit mit dem Protokoll fir die Aufreinigung von Gesamt-RNA
aus Pflanzengeweben nach Herstellerangaben verwendet, z.T. ergdnzt um einen DNase-Nukleinsdure-Ver-
dau auf der Extraktionssdule zur Entfernung von stérender, genomischer DNA. Zu analysierende Pflanzen-
teile von H. perforatum (siehe 3.5) wurden ebenfalls mit dem RNeasy® Plant Mini Kit oder mit Thermo
Scientifics GeneJET™ Plant RNA Purification Mini Kit unter Berlicksichtigung des Protokolls fir polyphenol-
reiches Ausgangsmaterial nach Anweisungen des Herstellers untersucht.

4.3.2.2. RNA-Extraktion mit TRIzol®-Reagenz

Gesamt-RNA aus H. perforatum wurde, basierend auf der Methode von CHOMczyNskI & SAccHI®?, durch
Extraktion des Pflanzenmaterials mit dem Reagenz TRIzol®, einem Gemisch von Guanidiniumthiocyanat,
Phenol und Chloroform, extrahiert. Wahrend dieser Flissigextraktionsmethode sammelten sich nach Zell-
lyse durch die chaotrope Eigenschaft des Guanidiniumthiocyanats denaturierte Proteine zusammen mit
lipophilen Pflanzenbestandteilen in einer organischen Unterphase, DNA hielt sich in der aufliegenden Inter-
phase und die gesuchte RNA fand sich mit weiteren hydrophilen Stoffen in der wassrigen Oberphase wie-
der. Nach Abtrennung dieser Oberphase wurde die darin geloste RNA selektiv durch eine alkoholische Nu-
kleinsdure-Fallung gewonnen und aufgereinigt.
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In flissigem Stickstoff wurden je ca. 100 mg tiefgefrorene Zellen von H. calycinum (siehe 4.1) oder Pflan-
zenmaterial von H. perforatum (siehe 3.5) zu einem feinen Pulver gemorsert, anschlieBend sofort mit 1 ml
TRIzol®-Reagenz bei Raumtemperatur versetzt, durch manuelles Schiitteln gemischt und fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Zu jeder Probe wurden danach 200 pl Chloroform gegeben und nach griind-
lichem Mischen mittels Vortexen bei Raumtemperatur fir weitere 2:30 min inkubiert. Nach Abtrennung der
Oberphase durch Zentrifugation bei 4 °C und 10.000 x g fir 15 min wurde das gleiche Volumen an Chloro-
form dazupipettiert und wie im vorigen Extraktionsschritt gemischt und zentrifugiert. Die abgetrennte
wassrige Phase wurde mit 0,5 Volumenteilen 2-Propanol vorsichtig vermischt und 10 min bei Raumtempe-
ratur ruhen gelassen. Wahrend der Zentrifugation bei 4 °C und 10.000 x g fiir 10 min prazipitierte die RNA.
Nach Abnahme des 2-Propanols wurde 2 x mit 500 ul Ethanol 75% (V/V) gewaschen und jeweils bei 4 °C
und 7.500 x g fiir 5 min die RNA geféllt. Die RNA wurde nach Abnahme des Ethanols bei Raumtemperatur
an der Luft getrocknet und in 40 pl RNase-freiem dH,0 aufgenommen.

4.3.2.3. RNA-Extraktion mittels Lithiumchlorid-Fdllung

Zur RNA-Extraktion aus den besonders phenolreichen Pflanzengeweben von H. perforatum[m], vor-
nehmlich Knospen, Bliten und unreife Friichte, wurde auf Grundlage einer Methode von JAAKOLA et al 1%
219 ynd MOLLER®?
schluss und Homogenisieren in fllissigem Stickstoff wurden zehn Proben zu je ca. 100 mg Pflanzenmaterial

ein modifiziertes Protokoll entwickelt, wie KUHLE es ahnlich beschrieben. Nach Zellauf-
mit jeweils 750 pl RNA-Extraktionspuffer (siehe 3.4) versetzt und bei 65 °C fiir 10 min inkubiert, was alle
2 min durch Homogenisieren mittels Vortexen kurz unterbrochen wurde. Dabei dienten CTAB als Detergens
zur Abtrennung von Polysacchariden, EDTA als Komplexbildner, B-Mercaptoethanol als Antioxidans und
PVP als Stabilisator und Adsorbens von Polyphenolen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde bei 4 °C und
10.000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Der wissrige Uberstand wurde abgenommen und 2 x nacheinander je-
weils mit dem gleichen Volumen eines Gemisches von Chloroform und Isoamylalkohol (24:1) griindlich ge-
mischt und die Phasen bei 18.000 x g fiir 10 min wieder getrennt. Zur abgetrennten hydrophilen Oberphase
wurden 0,25 Volumenteile 10 M Lithiumchlorid (LiCl)-Losung pipettiert, und nach vorsichtigem Mischen
durch Invertieren prazipitierte die RNA bei 4 °C fir 16-20 h iber Nacht. Die RNA wurde bei 4 °C und
18.000 x g fur 20 min abgetrennt, anschlieBend 2 x nacheinander mit je 500 ul Ethanol 70% (V/V) gewa-
schen und in je 100 ul SSTE-Puffer (siehe 3.4) wieder aufgenommen. Nach Vereinigung von je funf Proben
folgten zwei weitere Extraktionen durch Zugabe von jeweils gleichem Volumen eines Gemisches von
Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol (125:24:1) sowie eines Gemisches von Chloroform und Isoamyl-
alkohol (24:1) zum Entfernen eventueller Reste von DNA-Kontamination. Bei -20 °C flir 2 h prazipitierte die
RNA aus der wassrigen Oberphase und doppeltem Volumen reinen Ethanols und wurde bei 4 °C und
18.000 x g fuir 20 min pelletiert. Ein finaler Waschschritt der RNA mit je 500 ul eiskaltem Ethanol 70% (V/V)
lieferte reine Gesamt-RNA, die nach Abnahme des Uberstandes bei 37 °C fiir 30 min in einem Vakuum-
konzentrator (siehe 3.1) trocknete und in 30-50 pul RNase-freiem dH,0 aufgenommen wurde.

4.3.3. Quantitative Bestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Gesamt-RNA und Plasmid-DNA wurde spektrophotometrisch bestimmt. In wass-
rigen Verdiinnungen von 1:100 bzw. 1:50 wurde bei A = 260 nm die Absorption der Nukleinsdure-Lésungen
in einer Quarzkivette gemessen und mit Hilfe der jeweiligen Vergleichswerte (Tabelle 4.2) ihre Konzentra-
tion berechnet®. zusstzlich war es moglich — aufgrund der Absorptionsmaxima von DNA/RNA und Prote-
inen bei unterschiedlichen Wellenlangen — durch Bildung des Absorptionsquotienten A,g/A,s die Reinheit
von Nukleinsdure-Losungen zu ermittelten, wobei Werte zwischen 1,7-2,0 angestrebt wurden, welche eine
qualitativ hochwertige und reine Nukleinsaure-Prdparation indizierten.
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Tabelle 4.2 Standard-Konzentrationen von Nukleinsduren (fur Absorption A,g, = 1,000 und Schichtdicke d = 1,000 cm)

Konzentration Nukleinsdure
50 pg/ml doppelstréangige DNA (dsDNA)
33 pug/ml einzelstrangige DNA (ssDNA)
20-30 pg/ml Oligonukleotide
40 pg/ml RNA

4.3.4. cDNA-Synthese durch reverse Transkription

4.3.4.1. Reverse Transkription

Um extrahierte Gesamt-RNA (siehe 4.3.2) fiir anschlieRende Klonierungen in dazu komplementare cDNA
umzuschreiben, wurde zur cDNA-Synthese eine RNA-abhingige DNA-Polymerase*” eingesetzt — eine soge-
nannte reverse Transkriptase (RT), die sich als mutierte Variante von einer natirlich vorkommenden RT aus
dem murinen Leukdmievirus (engl. Moloney murine leukemia virus, M-MulLV) ableitet. In der reversen
Transkription wurde durch den Einsatz eines Oligo(dT)-Primers, der auf die polyadenylierte Sequenz am
3‘-Ende jedes mRNA-Molekiils bindet, spezifisch die mRNA aus der Gesamt-RNA transkribiert und als Ma-
trize flr Vervielfaltigungen und weitere Klonierungen gewonnen.

Fir die cDNA-Synthese zur Suche neuer Prenyltransferase (PT)-Fragmente mittels degenerierter Primer
(siehe 3.8) sowie zur Klonierung vollstdndiger PT-Gene wurden Thermo Scientifics RevertAid™ oder NEBs
M-MuLV RT nach Anweisung der Hersteller angewendet. Reaktionsansatze mit RNA wurden wie unten an-
gegeben (Tabelle 4.3) zusammenpipettiert, zur initialen Denaturierung von Sekundarstrukturen kurzzeitig
erhitzt und nach kurzem Inkubieren auf Eis mit Mastermix (MM) versetzt. Die Reaktion wurde nach voll-
standigem Ablauf durch Hitzeinaktivierung der RT gestoppt. Die so gewonnene cDNA wurde direkt als Ma-
trize fiir die PCR (siehe 4.3.5) herangezogen oder bei -20 °C bis zum Gebrauch gelagert.

Tabelle 4.3 Standard-Protokoll zur reversen Transkription

RevertAid™ H Minus RT M-MuLV RT
Gesamt-RNA 5 pg Gesamt-RNA 2 g
Oligo(dT)-Primer (10 uM) 1w Oligo(dT)-Primer (10 uM) 2 ul
dH,O0ad 12,5 ul dNTP-Mix (je 10 mM) 1l
dH,0 ad 16 ul
Protokoll: L 65 °Cfir 5 min Protokoll: J 65 °Cfir 5 min
auf Eis fur 2 min auf Eis fur 2 min
MM: 5x Reaktionspuffer 4l MM: 10x Reaktionspuffer 2 ul
RNase-Inhibitor (40 U/ul) 0,5 ul RNase-Inhibitor (40 U/ul) 1l
dNTP-Mix (je 10 mM) 2 ul M-MuLV RT (200 U/pl) 1l
RevertAid RT (200 U/ul) 1l
Protokoll: J 42-50 °C fur 60-90 min Protokoll: J 42-45 °C fuir 60-90 min
70 °C fur 10 min 90 °C fur 10 min

4.3.4.2. Reverse Transkription filir RACE-geeignete cDNA

Fir die Identifizierung von unbekannten 3‘- und 5-Enden von PT-Genen, d.h. fir die beidseitige Verlan-
gerung von unvollstandigen cDNA-Fragmenten bis in den untranslatierten Bereich (3-UTR/5‘-UTR) fand
Clontechs SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit!2**! Anwendung. Bei der reversen Transkription dieser
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RACE-Anwendung (engl. rapid amplification of cDNA ends) wurde der cDNA-Strang wahrend der Synthese
gleichzeitig um eine bekannte Ankersequenz am 3‘- oder 5-Ende ergdnzt, was in einer nachgeschalteten
RACE-PCR das Amplifizieren unbekannter cDNA-Sequenzen zwischen bekanntem Mittelfragment und je-
weiliger Ankersequenz erlaubte. Bei der 3-RACE geschah dies wie unter 4.3.4.1 beschrieben unter Verwen-
dung eines Oligo(dT)-Primers mit einer zusatzlichen, bekannten Sequenz an dessen 5‘-Ende (3-RACE CDS
Primer A; siehe 3.8), welches nach Anlagern des Primers am komplementaren Poly(A)-Schwanz der mRNA
das 3‘-Ende des neu entstehenden cDNA-Stranges markierte. Die reverse Transkription fur die 5-RACE er-
forderte neben einem genspezifischen oder einem Oligo(dT)-Primer (5’-RACE CDS Primer A; siehe 3.8) eine
besondere RT mit eingebauter terminaler Transferase-Aktivitat (SMARTScribe™ RT). Nach Ablesen und Er-
reichen des 5-Endes der mRNA-Matrize addierte diese spezielle RT einige Nukleotide an das 3‘-Ende des
neu synthetisierten cDNA-Stranges, an das ein zusatzliches, zum terminalen Uberhang komplementéres Oli-
gonukleotid mit bekannter Ankersequenz (SMARTer II™ A Oligo; siehe 3.8) binden konnte. Die RT erkannte
diesen einzelstrangigen Uberhang, wechselte die Matrize (engl. SMART-RACE = switching mechanism at 5'
end of RNA transcript) von mRNA auf den SMARTer [I™ A Oligo und fiihrte so den Anker in die RACE-fertige
cDNA ein.

Das SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit wurde nach Herstellerangaben eingesetzt. Reaktionsansat-
ze mit RNA wurden wie unten angegeben (Tabelle 4.4) zusammenpipettiert, zur initialen Denaturierung von
Sekundarstrukturen kurzzeitig erhitzt und nach kurzem Inkubieren auf Eis mit MM versetzt. Die Reaktion
wurde nach vollstandigem Ablauf durch Hitzeinaktivierung der SMARTScribe™ RT gestoppt. Die so gewon-
nene cDNA wurde direkt als Matrize fiir die RACE-PCR (siehe 4.3.5.4) herangezogen oder bei -20 °C bis zum
Gebrauch gelagert.

Tabelle 4.4 Standard-Protokoll zur reversen Transkription (3‘-RACE-/5‘-RACE)

3‘-RACE-cDNA-Synthese 5-RACE-cDNA-Synthese
Gesamt-RNA 3,75 ul Gesamt-RNA 2,75 ul
3‘-CDS Primer A (10 uM) 1l 5‘-CDS Primer A (10 uM) 1l
Protokoll: J 72 °Cfir 3 min Protokoll: J 72 °Cfir 3 min
42 °C fir 2 min 42 °C fir 2 min
MM: 5x Reaktionspuffer 2 ul MM: 5x Reaktionspuffer 2 ul
DTT (20 mM) 1ul DTT (20 mM) 1 ul
dNTP-Mix (je 10 mM) 1l dNTP-Mix (je 10 mM) 1l
RNase-Inhibitor (40 U/ul) 0,25 ul SMARTer II™ A Oligo (12 uM) 1l
SMARTScribe™ RT (100 U/ul) 1l RNase-Inhibitor (40 U/ul) 0,25 ul
SMARTScribe™ RT (100 U/pl) 1l
Protokoll: { 42 °C fir 90 min Protokoll: { 42 °C fir 90 min
70 °C fur 10 min 70 °C fur 10 min

4.3.5. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) ist eine molekularbiologische
Methode zur exponentiellen in vitro-Vervielfaltigung von DNA-Abschnitten*. In Wiederholungen von drei
jeweils nacheinander geschalteten Einzelschritten wird die Menge an urspriinglicher Ausgangs-DNA (sog.
Matrize, Template oder Amplicon) von Zyklus zu Zyklus verdoppelt. Im ersten dieser Schritte werden die
komplementaren Einzelstrange der Matrize, die aus cDNA, genomischer DNA oder Plasmid-DNA bestehen
kann, durch Hitze voneinander getrennt. Als Zweites lagern sich kurze DNA-Fragmente (sog. Oligonukleoti-
de oder Primer), die Amplicon-spezifisch und komplementar zu einem bekannten Bereich der Matrizen-
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Strange gewahlt werden, bei reduzierter Temperatur (engl. annealing temperature, T5) an das Amplicon an.
Der dritte Schritt umfasst die Elongation der Oligonukleotid-Kette: Beim jeweiligen Temperatur-Optimum
bindet eine DNA-abhangige, thermostabile DNA-Polymerase an den gebundenen Primer und knipft an das
freie 3-Ende des Einzelstranges schrittweise neue Desoxynukleotide, bis ein neuer, komplementarer Ge-
genstrang zur Matrize entstanden ist. Dieser dreigeteilte Amplifizierungsschritt kann sich innerhalb einer
einzigen PCR bei ausreichender Bereitstellung aller benétigten Synthese-Komponenten bis zu 50 x wieder-
holen und somit in kurzer Zeit grofle Mengen an DNA generieren.

4.3.5.1. Standard-PCR

Verschiedene PCR-Anwendungen unterschieden sich durch die eingesetzten Temperatur-Programme,
Additiva und v.a. durch die verwendeten DNA-Polymerasen. Jeder PCR-Ansatz enthielt neben dem Templa-
te ein Oligonukleotid-Paar (1 x vorwarts, 1 x rickwarts gerichtet — diese legten den Ablese-Start auf den
beiden Template-Einzelstrangen spezifisch fest und begrenzten somit den zu amplifizierenden Bereich zwi-
schen sich). Dariiber hinaus beinhaltete er noch dNTPs als Synthese-Bausteine und einen Mg?*-haltigen Puf-
fer, der fiir optimale Umgebung und Aktivitdt des verwendeten Enzyms sorgte. In Standard-PCRs fand NEBs
OneTaq® oder Peglabs peqGOLD Tag DNA-Polymerase Anwendung (siehe 3.2), eine rekombinante Version
der aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus gewonnenen, hitzebestandigen Tag-Polymerase.
Nach einer initialen Denaturierung bei 95 °C wurden Tag-Polymerase und dNTPs im MM zu jedem Ansatz
pipettiert. Es folgten mehrere Zyklen, in denen die DNA jeweils kurz denaturiert, dann die Primer bei ihrer
jeweiligen T, (flir Tag-Polymerase ca. 5 °C unterhalb ihrer Schmelztemperatur Ty) angelagert und die DNA
bei 72 °C vermehrt wurden.

Eine Besonderheit der Tag-Polymerase besteht darin, dass sie nach beendetem Ablesen des Matrizen-
stranges an den von ihr neu synthetisierten DNA-Gegenstrang ein zusatzliches Molekiil Desoxyadenosin an
das 3‘-Ende ankniipft. Mit diesem sogenannten A-Uberhang kann das erhaltene PCR-Produkt direkt fiir eine
Ligation in einen T-Uberhangvektor eingesetzt werden (siehe 4.3.7.4).

Tabelle 4.5 Standard-Protokoll fur die PCR mit Tag-Polymerase

Matrizen-DNA 0,5-2 pl

for-Primer (10 uM) 1l
rev-Primer (10 pM) 1l
dH,0 ad 15 pl

Protokoll: J 95 °C fir 3 min
MM: 10x Reaktionspuffer 2,5 pl
dNTP-Mix (je 10 mM) 1l

Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,25 pl
dH,0 ad 10 pl
Protokoll: J 95 °C fir 30-45 s
Ty—5 °C flir 30-45 s 30 x
72 °C fiir 1:30-2:30 min
72 °C fur 8:30 min

4.3.5.2. Proofread-PCR

Ein Nachteil der Tag-Polymerase bestand darin, dass sie bei der Gegenstrang-Synthese zufalligerweise
fehlerhaft eingebaute dNTPs, welche nicht dem Bindungspartner auf dem Matrizen-Strang entsprechen,
nicht erkennen und ausbessern kann, was zu Mutationen in der Sequenz des PCR-Produktes fihrt. Fir Klo-
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nierungen, bei denen es auf hochste Genauigkeit in der PCR ankam (z.B. Vervielfaltigung von Expressionsge-
nen), wurde daher mit Finnzymes‘ Phusion® Hot Start Il High-Fidelity oder NEBs Q5® High-Fidelity DNA-Po-
lymerase gearbeitet. Diese Enzyme besitzen mit ihrer 3‘>5-Exonuklease-Aktivitdt eine zusatzliche Korrek-
tur-Funktion (engl. proof reading), mit der es moglich ist unpassende dNTPs direkt wahrend der PCR zu
identifizieren, automatisch auszutauschen und somit die Anzahl an ungewollten Mutationen im PCR-Pro-
dukt sehr gering zu halten (50—-100 x geringer als bei Tag-Polymerase laut Herstellerinformation). Die dop-
pelt so hohe Synthese-Geschwindigkeit und erhohte Stabilitdat bei hohen Temperaturen sind weitere Vortei-
le, welche die PCR-Produkt-Qualitat verbessern und das PCR-Protokoll erheblich verkurzten.

Tabelle 4.6 Standard-Protokoll fuir die PCR mit Proofread-DNA-Polymerasen (Pipettier-Reihenfolge beachten!)

Phusion® Hot Start I Q5° (Hot Start)
dH,0 ad 20 pl dH,0 ad 25 ul
5x Reaktionspuffer 4 ul 5x Reaktionspuffer 5 ul
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,4 pl dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5 ul
for-Primer (10 uM) 1l for-Primer (10 uM) 1,25 ul
rev-Primer (10 uM) 1l rev-Primer (10 uM) 1,25 pl
Matrizen-DNA 1-2 ul Matrizen-DNA 1-2 pl
DNA-Polymerase (2 U/ul) 0,2 ul DNA-Polymerase (2 U/ul) 0,25 pl
Protokoll: J 98°Cfiir30s Protokoll: d 98°Cfiir30s
98 °Cfir10s 98 °Cflir 10's
Tw+3 °Cfir 10-30 s 35x Tw+3 °Cfiir 10-30 s 35x
72 °C fiir 1-1:30 min 72 °C fiir 1-1:30 min
72 °C fur 10 min 72 °C fur 2 min

4.3.5.3. Touchdown-PCR

Fir das Vermehren von DNA-Sequenzen mit nicht ausreichend spezifisch bindenden oder degenerierten
Oligonukleotiden wurde mit einem speziellen Temperatur-Programm gearbeitet, um die Menge an ge-
wiinschtem PCR-Produkt im Vergleich zu ungewollten DNA-Replikaten aus dem Ansatz zu erhéhen. Dazu
wurde fur den ersten Synthese-Zyklus eine T, gewahlt, die 5 °C oberhalb der empfohlenen T, lag und somit
den Primern nur ein teilweises, daflir dulerst spezifisches Binden ermdglichte. In den nachsten neun Zyklen
wurde dann die T, um jeweils 0,5 °C herabgesetzt, so dass die Primer sich immer unspezifischer anlagern
konnten. Durch die ersten PCR-Zyklen war die Anzahl an spezifischen DNA-Sequenzen, die als Template fur
die 25 unverdanderten Folgezyklen dienten, bereits grofl genug, um eine GbermaRige Synthese unspezifi-
scher DNA-Replikate zu unterbinden. Die Touchdown-PCR kam sowohl in Standard- als auch Proofread-PCR-
Anwendungen zum Einsatz.
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Tabelle 4.7 Temperatur-Programm fir die Touchdown-PCR

Touchdown-Standard-PCR Touchdown-Proofread-PCR
Protokoll: { 95 °C fir 3 min Protokoll: | 98°Cfiir30s

95°Cfir30s 7 98 °Cfur10s 7

Ta+5 °C—0,5 °C/Zyklus fiir 30 s - 10x Ta+5 °C—0,5 °C/Zyklus fiir 20 s - 10x
72 °C fir 2 min | 72 °C fur 1:30 min |
95°Cfiir30s 7 98 °Cfir 10's 7
Tpfur30s - 25x Tpflr20s - 25x
72 °C fir 2 min _ 72 °C fur 1:30 min _

72 °C fiir 8:30 min 72 °C fiir 10 min

4.3.5.4. Verlidngerung von cDNA-Fragmenten: RACE-PCR

cDNA-Sequenzen, denen das 3‘-Ende und/oder das 5-Ende fehlte, konnten mit Hilfe der RACE-Tech-
nik!?*! zum Erhalt der Volllinge-cDNA verlingert werden. Wahrend der reversen Transkription wurde je-
weils eine bekannte Ankersequenz hinter das unbekannte Ende des synthetisierten cDNA-Stranges fusio-
niert (siehe 4.3.4.2). Auf diese kiinstlichen cDNA-Enden konnten spezielle RACE-Primer binden, die sich spe-
zifisch an diesen Ankersequenzen anlagerten. In Kombination mit einem genspezifischen Primer (GSP), ab-
geleitet von einem bekannten Sequenzstiick der untersuchten Matrizen-cDNA, war es somit moglich in ei-
ner PCR den zwischen GSP und RACE-Primer liegenden, unbekannten Sequenzabschnitt abzulesen, in einen
Klonierungsvektor zu ligieren und nach Vermehrung die Sequenzinformation durch DNA-Sequenzierung zu
erhalten. In der Praxis wurde in getrennten PCRs das cDNA-Template entweder in Richtung des 3‘- oder des
5-Endes (3‘-RACE-PCR/5-RACE-PCR) amplifiziert. Dabei verlangerte der in einer ersten PCR eingesetzte
RACE long-Primer (siehe 3.8) die Ankersequenz bei der DNA-Synthese mit einem GSP. Dieses PCR-Produkt
diente als Matrize flr eine zweite RACE-PCR, bei welcher der Primer RACE short (komplementar zur verlan-
gerten Ankersequenz von RACE long; siehe 3.8) mit einem GSP kombiniert wurde, der naher innerhalb der
bekannten cDNA-Sequenz aus der ersten PCR (downstream des ersten Primers) am jeweiligen gesuchten
Ende lag. Auf diese Weise wurde sowohl die Ausbeute als auch die Spezifitdt von RACE-PCR-Produkten stark
erhoht. Die RACE-Technik wurde gleichwohl mit Standard-, Proofread- und Touchdown-PCR-Anwendungen
kombiniert, um die fehlenden cDNA-Enden zu identifizieren.

4.3.6. Agarose-Gelelektrophorese

4.3.6.1. DNA-Gelelektrophorese

DNA-Molekiile konnten mit der Agarose-Gelelektrophorese nach ihrer GroRRe aufgetrennt und darauf
folgend analysiert und aufgereinigt werden. Durch Aufkochen von Agarose (10 g/l) in TAE-Puffer (siehe 3.4)
wurde die flissige Gelmatrix erzeugt, der nach Abkihlen auf ca. 50 °C der DNA-markierende Farbstoff Mi-
dori Green zugesetzt wurde. Diese Losung wurde zum Ausharten zu einem Agarose-Trenngel (siehe 3.4) auf
einen Gelschlitten mit Probentaschenkamm gegossen. Zu untersuchende Proben wurden mit % Volumen
6x DNA-Ladepuffer (siehe 3.4) gemischt und das Agarose-Trenngel in einer mit TAE-Puffer gefillten Elektro-
phoresekammer (siehe 3.1) mit ihnen beladen. Als GroRenstandard zur Bestimmung der Lange von DNA-
Fragmenten wurde Thermo Scientifics GeneRuler DNA Ladder Mix mit auf das Gel geladen. Im elektrischen
Feld bei 120-150 V und 400 mA erfolgte fiir 30—45 min die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Mole-
kiile, die aufgrund der negativen Ladung ihrer Phosphatreste gréRenabhangig in Richtung Anode wander-
ten. Dokumentiert wurden die durch den interkalierenden Farbstoff fluoreszierenden DNA-Banden entwe-
der mit einem UV-Transilluminator bei UV365 oder einem LED-Transilluminator (siehe 3.1).
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4.3.6.2. RNA-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle, ob extrahierte RNA intakt und nicht wahrend der Aufreinigung degradiert war, wurde eine
RNA-Probe wie unter 4.3.6.1 mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und 40 Einheiten eines RNase-Inhibitors (siehe
3.2) addiert. Nach elektrophoretischer Trennung auf einem Agarose-Trenngel wurde wie bei den DNA-Pro-
ben detektiert und das Ergebnis dokumentiert.

4.3.6.3. Isolierung von DNA aus Agarose-Trenngelen

Die Banden von DNA-Fragmenten, die in Agarose-Trenngelen detektiert und fiir weitere Klonierungsan-
wendungen bendtigt wurden, konnten mittels Ausschneiden/Ausstanzen aus dem Gel wiedergewonnen
und anschliefend aus der Matrix aufgereinigt werden. Dazu diente Analytik Jenas innuPREP DOUBLEpure
Kit, das in Verbindung mit dem Herstellerprotokoll zur DNA-Extraktion aus Agarose-Gelen Anwendung fand.
Nach Auflosen der zu extrahierenden Gelbanden unter Warmeeinwirkung wurden DNA-Molekiile in einem
Ethanol-haltigen Puffer gefallt (vgl. 4.3.2) und an einer Kieselgel-Membran adsorbiert, mit Ethanol-haltiger
Waschlosung gereinigt und letztlich in einem alkoholfreien Puffer von der Membran eluiert.

4.3.7. Ligations-Vorbereitungen und Ligation von DNA

4.3.7.1. T/A-Klonierung

Vor der Ligation in einen T-Uberhangvektor (siehe 4.3.7.4) mussten an diejenigen PCR-Produkte, die von
einer DNA-Polymerase ohne eigene Fihigkeit der Generierung von A-Uberhidngen gewonnen wurden (siehe
4.3.5.2), die Uberzahligen 3‘-Desoxyadenosine noch extra angefligt werden — durch einen zusatzlichen Inku-

bationsschritt mit Tag-Polymerase in Anwesenheit von dATP4¢!,

Tabelle 4.8 Protokoll zum Erzeugen von A-Uberhingen am DNA-3‘-Ende zur T/A-Klonierung

10x Reaktionspuffer (mit MgCl,) 1l
Aufgereinigte DNA 7,5 ul
dATP (2 mM) 1 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,5 ul
Protokoll: J 72 °Cfir 15-30 min

4.3.7.2. Enzymatischer Restriktionsverdau von DNA

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen (REs) vom Typ Il ldsst sich doppelstrangige DNA (dsDNA) inner-
halb einer spezifischen, palindromischen Erkennungssequenz, die aus einer fiir jedes Restriktionsenzym in-
dividuellen Nukleotid-Abfolge besteht, gezielt schneiden. Mit dieser molekularbiologischen Technik war es
einerseits moglich Plasmide nach deren Isolierung auf DNA-Inserts zu kontrollieren (siehe 4.3.10). Anderer-
seits konnten zur Vorbereitung von Ligationen sowohl DNA-Fragmente, die mit Expressions-Oligonukleo-
tiden vervielfaltigt wurden, verdaut als auch die dazugehorigen Expressions-Plasmide zum zielgerichteten
Einbau der Inserts linearisiert werden. Alle Restriktionsenzyme (siehe 3.2) wurden nach Vorgaben der je-
weiligen Hersteller angewendet und, sofern eine Kombination aus zwei Restriktionsenzymen indiziert war,
nach den empfohlenen Reaktionsbedingungen von Thermo Scientifics DoubleDigest Calculator (siehe 3.9)
eingesetzt. Nach dem Restriktionsverdau wurden die Endonukleasen durch Hitzeinkubation inaktiviert oder
mit Analytik Jenas innuPREP DOUBLEpure Kit, das in Verbindung mit dem Herstellerprotokoll zur PCR-Pro-
dukt-Aufreinigung Anwendung fand, aus den Ansdtzen entfernt. Die DNA-LOsungen wurden mittels Aga-
rose-Gelelektrophorese (siehe 4.3.6.1) untersucht oder zur nachfolgenden Ligation verwendet.
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Tabelle 4.9 Protokolle zum Restriktionsverdau von DNA

Einzel-Plasmidverdau Doppel-Plasmidverdau
10x Reaktionspuffer 2 ul 10x Reaktionspuffer  2—4 pl
Plasmid-DNA 2 ul Plasmid-DNA 2 ul
Restriktionsenzym (10 U/pl) 0,5 pl Restriktionsenzym 1 (10 U/ul) 0,5 ul
dH,0 ad 20 pl Restriktionsenzym 2 (10 U/ul) 0,5-2 pl
dH,0 ad 20 pl
Protokoll: J 37°Cfir1-16 h Protokoll: J 37 °Cfir 60 min
65-80 °C fuir 20 min 80 °C fuir 20 min
Doppel-Plasmidverdau zur Ligation Doppel-Insertverdau zur Ligation
10x Reaktionspuffer ~ 2—4 pl 10x Reaktionspuffer ~ 1-2 pl
Restriktionsenzym 1 (10 U/ul) 0,5 ul Restriktionsenzym 1 (10 U/pl) 0,5 ul
Restriktionsenzym 2 (10 U/ul) 0,52 pl Restriktionsenzym 2 (10 U/ul) 0,5-2 pl
Aufgereinigte Plasmid-DNA ad 20 ul Aufgereinigte Plasmid-DNA ad 10 pl
Protokoll: J 37 °C fir 60 min Protokoll: J 37 °Cfur 60 min
80 °C fur 20 min 80 °C fuir 20 min

4.3.7.3. Dephosphorylierung von DNA

Die Effizienz einer Ligation konnte durch eine Behandlung des linearisierten Vektors mit Thermo Scienti-
fics Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) oder FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (FastAP) erhoht
werden. Diese Phosphatasen entfernen Phosphatreste von freien 5-Enden der Plasmid-DNA, so dass die
beiden freien Plasmid-Enden nicht mit sich selbst, d.h. ohne ein phosphathaltiges Insert, religieren kénnen
und somit mehr Plasmid-DNA fiir die Ligation zur Verfligung steht.

Tabelle 4.10 Protokoll zur Dephosphorylierung von Vektor-DNA

SAP FastAP
10x Reaktionspuffer 2 ul 10x Reaktionspuffer 2 ul
dH,0 11 pl dH,0 13 ul
Linearisierte Vektor-DNA 5 ul Linearisierte Vektor-DNA 4 ul
SAP (1 U/ul) 2 ul FastAP (1 U/ul) 1l
Protokoll: J 37 °Cfir 30 min Protokoll: J 37 °Cfir 10 min
65 °C fur 15 min 75 °Cfur 5 min

4.3.7.4. Ligation von DNA

Frei vorliegende DNA-Enden kdnnen enzymatisch unter Verbrauch von ATP miteinander verknipft wer-
den, indem die Hydroxylgruppe am 3‘-Ende eines DNA-Stranges mit der Phosphatgruppe am 5‘-Ende eines
anderen DNA-Stranges durch DNA-Ligasen kovalent gebunden werden. Mit diesem molekularbiologischen
Werkzeug ist es moglich DNA-Fragmente in linearisierte Klonierungs- oder Expressionsvektoren stabil ein-
zubringen und diese Plasmide gleichzeitig wieder zu cyclisieren. Dabei unterscheidet man zwischen der Li-
gation von DNA mit glatten Enden (engl. blunt ends) oder klebrigen Enden (engl. sticky ends), wobei nur
letztere in dieser Arbeit Anwendung fand.
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Tabelle 4.11 Pipettierschema und Protokoll zur DNA-Ligation

Standard-Ligation Mini-Ligation
10x Reaktionspuffer 1l 2x Reaktionspuffer 2,5 pl
Linearisierte Vektor-DNA 1-2,5 ul Linearisierte Vektor-DNA 0,125 pl
Vorbehandelte Insert-DNA 5-7,5 ul Vorbehandelte Insert-DNA 1,5 pl
T4 DNA-Ligase (5 U/ul)  0,25-0,5 pl T4 DNA-Ligase (5 U/ul) 0,5 ul
dH,0 ad 10 pl dH,0 ad 5 ul
PEG-4.000, 50% (m/V) 1l
Protokoll: { 22 °C fuir 60 min oder Protokoll: ' 22 °C fiir 30 min
4 °C fur 18 h Uber Nacht 4 °C fiir 16 h Gber Nacht
65 °C fur 10 min 65 °C fur 10 min

Zur Klonierung und anschlieBenden Sequenzierung von PT-Fragmenten und PT-Genen wurde mit Prome-
gas T-Uberhangvektor pGEM®-T easy gearbeitet. Dieses linearisierte Plasmid besitzt an den 3‘-Enden seiner
beiden komplementaren DNA-Einzelstrange jeweils ein lberzahliges Desoxythymidin, wodurch es moglich
ist aufgereinigte PCR-Produkte, die durch Tag-Polymerase gewonnen wurden (siehe 4.3.5.1), direkt und
ohne vorgegebene Insertionsrichtung in den Polylinker (engl. multiple cloning site, MCS) des Vektors zu li-
gieren. Da diese MCS mitten innerhalb des lacZ-Gens (unter Kontrolle der flankierenden T7— und SP6-RNA-
Polymerasepromotoren) auf dem Plasmid liegt, wird bei Ligation von Fremd-DNA in den Polylinker der ORF
(engl. open reading frame, offener Leserahmen) dieses Gens unterbrochen und die Fahigkeit zur Bildung
des codierten Enzyms B-Galactosidase geht verloren. Dieses Enzym kann auf Select-LB-Agarplatten (Tabelle
4.12) nach Induktion durch IPTG das Substrat X-Gal zu einem blauen, wasserunléslichen Farbstoff verstoff-
wechseln. Die positive Transformation und Ligation von E. coli-Zellen (siehe 3.6) mit pGEM-T® easy, das als
weiteren Selektionsmarker ein Ampicillin-Resistenzgen tragt, kann demnach mittels Blau-WeiR-Selektion
durch Wachstum auf Ampicillin-haltigem Medium in weiRen Bakterienkolonien detektiert werden?*"],

In den Vektor pESC-URA — ausgestattet mit zwei Polylinkern (MCS 1 und MCS 2) zum gerichteten Einfiih-
ren von restriktionsverdauter Fremd-DNA — wurden PT-Gene flir Expressionsuntersuchungen in Hefezellen
kloniert. Dank eines Ampicillin-Resistenzgens und des Replikationsursprungs pUC ori auf dem Plasmid konn-
ten die Konstrukte in E. coli-Zellen auf Ampicillin-haltigem Selektionsmedium vermehrt und aufgereinigt
werden. Nach anschlieRender Plasmid-Transformation in S. cerevisiae-Zellen wurden diese Konstrukte von
dem vektorstandigen 2 ori ausgehend repliziert. Als Selektionsmarker zur Kontrolle der erfolgreichen Plas-
mid-Aufnahme in Hefezellen brachte pESC-URA ein Uracil-Synthese-Gen mit, welches dem verwendeten
Hefe-Stamm fehlte und nur Plasmid-tragenden Zellen das Wachstum auf SGI-Medium (siehe 3.7) ermog-
lichte. Die Proteinexpression wurde von den reprimierbaren GAL1- und GAL10-Promotoren reguliert[248].

Fiir Untersuchungen in Insektenzellen wurden PT-Gene und das Gen fir ein verstarkt grin-fluoreszie-
rendes Protein (engl. enhanced green fluorescent protein, eGFP) nach Restriktionsverdau in die Polylinker-
Region — unter Kontrolle des AcMNPV-Polyhedrin-Promotors — des ebenfalls vorverdauten Transfervektors
pFastBac™ 1 ligiert (nach Anweisungen von Invitrogens Bac-to-Bac® Baculovirus Expression Systems; siehe
3.3). Durch die Selektionsmarker Ampicillin- und Gentamicin-Resistenz sowie den Replikationsursprung
pUC ori auf dem Plasmid war eine Selektion und Vermehrung transformierter E. coli-Zellen auf Antibiotika-
haltigen Medien moglich. Nach Plasmid-Isolierung aus den Bakterien (siehe 4.3.10.1) und Kontrolle des
Konstruktes durch DNA-Sequenzierung (siehe 4.3.11) wurden pFastBac™ 1-Konstrukte zur Anzucht von Ba-
culoviren fur die spatere Infektion von Insektenzellen herangezogen (siehe 4.4.2.2).
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4.3.8. Transformation (Bakterien und Hefe)

4.3.8.1. Préiparation chemisch kompetenter Bakterien
Um freie DNA aus dem umgebenden Medium aufnehmen zu kénnen, wurden E. coli (DH5a/NEB 5a)-Zel-
len (siehe 3.6) mit der Calciumchlorid-Methode!**"!

tenz. Eine einzelne Bakterien-Kolonie wurde in 5 ml LB-Medium (siehe 3.7) tberfiihrt und bei 37 °C und

vorbehandelt und erlangten somit chemische Kompe-

220 min™ Gber Nacht inkubiert. Mit 1 ml dieser Vorkultur wurde anschlieBend eine Hauptkultur von 50 ml
LB-Medium angeimpft und solange weiter bei 37 °C und 220 min™ inkubiert, bis die optische Dichte der Sus-
pension bei ca. ODgyo = 0,5 lag. Die Bakterienzellen wurden anschlieBend bei 8.000 min™ und 4 °C fiir 10 min
vom Medium getrennt. Das Bakterienpellet wurde auf Eis in 50 ml einer eiskalten 50 mM CaCl,-Lésung
mittels Ruhrstab vorsichtig resuspendiert und unter gleichen Bedingungen wie zuvor zentrifugiert. Im
nachsten Schritt wurde das Pellet unter Einsatz von 20 ml eiskalter 50 mM CaCl,-Lésung wieder suspendiert
und direkt fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Bakterienpellet in 2 ml
50 mM CaCl,-Lésung aufgenommen, der Ansatz weitere 15 min auf Eis ruhen gelassen und mit eiskaltem
Glycerin (150 pl/ml) vorsichtig gemischt. Die erhaltenen kompetenten Zellen wurden aliquotiert zu je 50 pl,
in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C bis zum Gebrauch gelagert. Vor Gebrauch wurde die Kompe-
tenz der jeweiligen Charge mittels Transformation (siehe 4.3.8.2) mit dem zirkuldren Plasmid pGEM®-T easy
(siehe 3.8) oder Wasser als Negativkontrolle Gberpruft.

Kompetente E. coli-Zellen des Stammes DH10Bac™ (siehe 3.6) wurden nicht selbst vorbereitet, sondern
direkt transformationsfertig vom Hersteller bezogen.

4.3.8.2. Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Chemisch kompetente E. coli (DH50/NEB 5a)-Zellen (siehe 4.3.8.1) wurden zum Auftauen 30 min lang
auf Eis ruhen gelassen und anschlieBend mit je 5—10 pl Plasmid-DNA aus Ligationsansatzen (siehe 4.3.7)
vorsichtig vermischt. Nach weiteren 30 min Inkubation auf Eis, in denen bereits ein Teil der Plasmid-DNA in
die Bakterien transformiert werden konnte, wurde die Aufnahme von Plasmid-DNA durch das kurzzeitige
Aussetzen der Proben von Wirme erh6ht®®, Diese sogenannte Hitzeschock-Methode umfasste ein Ein-
bringen der Transformationsansatze in ein auf 42 °C aufgeheiztes Wasserbad fiir 45-60 s mit direkt an-
schlieBender Abkiihlung durch Inkubation auf Eis fiir 2:30 min. Nach Zugabe von je 250 pl SOC-Medium
(siehe 3.7) wurden die Bakterien zur Regeneration bei 37 °C und 220 min™ fiir 60-90 min inkubiert und im
Anschluss je 200 pl der Transformationsansatze auf Petrischalen mit LB-Agar (siehe 3.7) und weiteren Zu-
sdtzen (Tabelle 4.12) ausplattiert. Transformierte Bakterien, die aufgrund einer auf dem jeweiligen aufge-
nommenen Plasmid codierten Antibiotika-Resistenz einen Selektionsvorteil besalRen, wuchsen liber Nacht
bei 37 °C flir 18-24 h.

Kompetente E. coli (DH10Bac™)-Zellen (siehe 4.3.8.1) wurden bis zum Hitzeschock genauso wie die
DH50/NEB 5a-Zellen behandelt. Nach diesem Schritt wurde den Bestimmungen von Invitrogens Bac-to-
Bac® Baculovirus Expression System folgend verdiinnt, inkubiert, eine Verdiinnungsreihe angefertigt und
diese Bakteriensuspensionen auf TraPo-Agarplatten (Tabelle 4.12) ausgestrichen. Transformierte Bakterien
mit dazugewonnenem Selektionsvorteil wuchsen bei 37 °C fiir 48 h.
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Tabelle 4.12 Zusammensetzung und Anwendung von LB-Agarplatten zur Anzucht von E. coli-Zellen

Ampicillin-LB-Agarplatten

Select-LB-Agarplatten

TraPo-Agarplatten

E. coli (DH5a/NEB 5a)-Zellen

E. coli (DH50/NEB 5a)-Zellen
+

Blau-WeiR-Selektion auf positive
Ligation

Medium LB-Agar (pH 7,0) LB-Agar (pH 7,0) LB-Agar (pH 7,0)
+ + +
Zusitze Ampicillin (100 pg/ml) Ampicillin (100 pg/ml) Gentamicin (7 ug/ml)
Kanamycin (50 pg/ml)
Tetracyclin (10 pg/ml)
IPTG (12 pg/ml) IPTG (40 pg/ml)
X-Gal (80 pg/ml) Bluo-Gal (100 pg/ml)
Funktion Selektion transformierter Selektion transformierter Selektion transformierter

E. coli (DH10Bac™)-Zellen
+

Blau-WeiR-Selektion auf positive
Transposition

4.3.8.3. Priparation kompetenter Hefezellen

Zur Herstellung kompetenter S. cerevisiae (INVScl)-Zellen (siehe 3.6) wurde mit Invitrogens S. c. Easy-
Comp™ Transformation Kit — basierend auf der Methode von DoHMEN et al.'**"! — und leichten Abwandlun-
gen des Herstellerprotokolls gearbeitet, was bereits aus unserer AG heraus beschrieben wurde®”. von ei-
ner Petrischale mit YPGA-Agar (siehe 3.7) und ausgestrichenen Hefezellen wurde eine einzelne Kolonie in
10 ml YPGA-Medium (siehe 3.7) tGberfihrt. Nach Inkubation bei 30 °C und 250 min™ bis zu einer ODggo =
3,0-5,0 wurde die Zellsuspension mit frischem YPGA-Medium auf eine ODgy = 0,2-0,4 verdiinnt. Nach er-
neuter Vermehrung der Hefezellen bei 30 °C und 250 min™ bis zu einer ODggo = 0,6-1,0 wurden die Zellen
bei 1.500 min™ fiir 5 min vom Medium getrennt und das Pellet nach Verwerfen des Uberstandes in 10 ml
Solution 1 resuspendiert. AnschlieRend wurde bei gleichen Bedingungen wie zuvor wieder zentrifugiert und
das Pellet dieses Mal in 1 ml Solution 2 aufgenommen. Die erhaltenen kompetenten Zellen wurden aliquo-
tiert zu je 50 pl und nach langsamem Einfrieren bei -80 °C bis zum Gebrauch gelagert.

4.3.8.4. Transformation kompetenter Hefezellen

Kompetente S. cerevisiae-Zellen (siehe 4.3.8.3) wurden unter Zuhilfenahme von Invitrogens S. c. Easy-
Comp™ Transformation Kit dhnlich der Vorschrift von MULLER®®? transformiert. Fir jede Transformation
wurde ein Aliquot von 50 pl kompetenten Hefezellen bei Raumtemperatur vollstandig aufgetaut und mit 1—
2 ul Plasmid-DNA (Stammvektor: pESC-URA; siehe 3.8) aus Ligationsansatzen (siehe 4.3.7) und 500 pl Solu-
tion 3 versetzt. Nach griindlichem Mischen mittels Vortexen wurde der Transformationsansatz in einem
Wasserbad bei 30 °C fiir 60 min inkubiert, was alle 15 min durch erneutes Vortexen zur Erhéhung der Trans-
formationseffizienz kurz unterbrochen wurde. Vom Ansatz wurden anschlieBend 200 pl auf eine Petrischale
mit SGI-Agar (siehe 3.7) ausplattiert und diese bei 30 °C fiir 3—4 Tage inkubiert. AusschlieRlich transformier-
te Hefezellen, die zur Produktion der Nukleobase Uracil durch Aufnahme des auf pESC-URA vorhandenen
Biosynthesegens befdhigt waren, wuchsen dabei auf dem Uracil-freiem SGI-Agar durch ihren Selektionsvor-
teil als Kolonien heran.

4.3.9. Anzucht und Lagerung als Dauerkulturen

4.3.9.1. Anzucht und Anlegen von Dauerkulturen von E. coli

Zur Vermehrung von Plasmid-DNA in E. coli wurde eine Uber-Nacht-Kultur (UN-Kultur) angelegt. In 5 ml
LB-Medium, das die gleichen Antibiotika wie das jeweils zuvor verwendete feste Kulturmedium auf den
Selektionsplatten enthielt, wurde eine einzelne Bakterienkolonie bei 37 °C und 220 min™ fur 16-24 h Gber
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Nacht inkubiert. Diese UN-Kultur wurde dann entweder zur Isolierung von Plasmid-DNA (siehe 4.3.10.1)
verwendet und/oder es wurden — zur Lagerung von transformierten E. coli-Zellen — 700 pl Bakteriensuspen-
sion mit 300 ul sterilem Glycerin vorsichtig homogen vermischt und bei -80 °C gelagert.

4.3.9.2. Anzucht und Anlegen von Dauerkulturen von S. cerevisiae

Zur Vermehrung von Plasmid-DNA in S. cerevisiae wurde eine einzelne transformierte Hefekolonie (sie-
he 4.3.8.4) von einer Petrischale mit dem Selektionsmedium SGI-Agar in 5 ml SGI-Medium (siehe 3.7) iber-
fuhrt und zur Anzucht einer UN-Kultur bei 30 °C und 250 min™ fiir 24 h wachsen gelassen. Diese UN-Kultur
wurde dann entweder zur Isolierung von Plasmid-DNA (siehe 4.3.10.2) verwendet und/oder es wurden —
zur Lagerung von transformierten S. cerevisiae-Zellen — 250 ul Hefesuspension mit 300 ul YPGA-Medium
(siehe 3.7) und 400 pl sterilem Glycerin vorsichtig homogen vermischt und bei -80 °C gelagert.

4.3.10. Extraktion von Plasmid-DNA

4.3.10.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmid-DNA aus Bakterienzellen wurde entweder mit Peglabs peqGOLD Plasmid Miniprep Kit| den
Herstellerangaben folgend gewonnen oder nach der Methode der alkalischen Lyse®*?. Bei Letzterer dena-
turierte im stark alkalischen Milieu selektiv hochmolekulare DNA (Bakterienchromosom), die nach Neutrali-
sieren als unléslicher Niederschlag ausfiel und zusammen mit der in hoher Kaliumacetat-Konzentration aus-
gefallenen Proteinfraktion abgetrennt werden konnte. Plasmid-DNA als niedermolekulares, kovalent ge-
schlossenes, zirkuldres Nukleinsaure-Molekil prazipitierte dabei nicht, sondern blieb dauerhaft geldést und
konnte nach Waschschritten mit Chloroform durch eine Alkoholfallung aus der wassrigen Losung erhalten
werden.

Zur Extraktion wurden 1,8-2,7 ml einer UN-Kultur (siehe 4.3.9.1) bei 5.000 min™ fur 3 min zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Bakterienpellet durch Mischen mittels Vortexen in 320 pl Puffer 1
(siehe 3.4) resuspendiert. Nach Zugabe von 320 pl Puffer 2 wurde durch vorsichtiges Invertieren gemischt
und der Ansatz inkubierte bei Raumtemperatur fir 5 min, wobei das ionische Detergens Natriumlauryl-
sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS) die Bakterienzellen lysierte, die RNase A stérende Ribonuklein-
sauren abbaute und der stark alkalische pH-Wert fiir die Denaturierung chromosomaler DNA sorgte. Ge-
stoppt wurden die alkalische Lyse und der RNA-Verdau anschlieRend durch Zugabe von 320 ul Puffer 3.
Wahrend 20 min Inkubation auf Eis fielen denaturierte DNA-Aggregate und Protein-SDS-Komplexe aus dem
Ansatz aus und wurden danach bei 14.000 min™ fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit glei-
chem Volumen Chloroform versetzt, die Phasen durch griindliches Mischen mittels Vortexen homogenisiert
und bei 14.000 min™ fir 10 min wieder voneinander getrennt. Die wissrige Phase wurde dann mit 0,7 Volu-
menteilen 2-Propanol griindlich vermischt und wahrend der Zentrifugation bei 14.000 min™ fiir 30-45 min
prazipitierte die Plasmid-DNA, die anschlieBend mit 500 ul Ethanol 70% (V/V) durch vorsichtiges Invertieren
und 14.000 min™ fiir 10 min gewaschen wurde. Nach Abnahme des Uberstandes trocknete die Plasmid-
DNA bei 37 °C fur 30 min in einem Inkubator oder einem Vakuumkonzentrator (siehe 3.1) und wurde in
30 ul dH,0 aufgenommen. Die Plasmid-Losung wurde quantifiziert (siehe 4.3.3) und direkt weiterverwen-
det oder bei -20 °C bis zum Gebrauch gelagert. Auf diese Weise gewonnene Plasmide wurden mittels PCR
(siehe 4.3.5) oder Restriktionsverdau (siehe 4.3.7.2) auf ihr eingebautes Insert kontrolliert. Wenn die DNA-
Fragmente nach Kontrolle mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 4.3.6) die erwartete GroRe zeigten,
wurden sie zur DNA-Sequenzierung (siehe 4.3.11) geschickt und bei positivem Sequenzierergebnis zur er-
neuten Transformation (siehe 4.3.8) herangezogen.
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4.3.10.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Da Zellen von S. cerevisiae im Vergleich zu E. coli-Zellen eine festere Zellwand und somit eine hdhere
Stabilitat gegentber einem Zellaufschluss mittels alkalischer Lyse besalien, liel§ sich die Extraktionsmethode
fiir Bakterien nicht auf die Hefezellen Ubertragen. Stattdessen wurde eine abgewandelte Methode von
HOFFMAN & WiNsTON'??! (2201

Zur Extraktion wurden 2,0 ml einer UN-Kultur (siehe 4.3.9.2) bei 5.000 min™ fiir 3 min zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Nach Abnahme des Uberstandes wurden dem Pellet 200 ul Puffer P, (siehe 3.4),
200 pl eines Gemisches von Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol (125:24:1) sowie 300 mg sduregewa-

verwendet, wie sie bereits zuvor in unserer AG beschrieben wurde

schene Glaskugeln (siehe 3.1) hinzugefiigt und die Hefezellen durch grindliches Homogenisieren mittels
Vortexen fiir 2 min aufgeschlossen. Bei 14.000 min™ fiir 10 min wurden alle unldslichen Bestandteile sowie
die erste Chloroform-Fraktion abgetrennt und der wissrige Uberstand mit gleichem Volumen Chloroform
versetzt. Ab diesem Schritt wurden die zu extrahierenden Hefe-Proben wie unter 4.3.10.1 beschrieben wei-
terbehandelt und die erhaltene Plasmid-Losung ebenfalls quantifiziert und bei -20 °C bis zum Gebrauch ge-
lagert. Auch diese Plasmide wurden mittels PCR auf ihr eingebautes Insert kontrolliert, bei DNA-Fragmen-
ten von erwarteter GrofRe sequenziert und bei positivem Sequenzierergebnis fiir die Expression in Hefezel-
len (siehe 4.4.1) erneut in S. cerevisiae-Zellen transformiert und als Dauerkultur gelagert (siehe 4.3.9.2).

4.3.11. DNA-Sequenzierung und Auswertung

Die DNA-Sequenzen von aufgereinigten Plasmiden/DNA-Konstrukten wurden von den auswartigen Fir-
men Eurofins MWG Operon oder GATC Biotech AG im Auftrag kontrolliert. Proben wurden entsprechend
den Anforderungen der Dienstleister mit dH,0 auf eine Konzentration von ca. ¢ = 100 ng/ul gebracht und,
falls gefordert, mit den zum jeweiligen Plasmid passenden Sequenzierprimern (siehe 3.8) vorgemischt.

Durch Invertieren/Ubersetzen, theoretischen Restriktionsverdau, Sequenzvergleich, Suche nach be-
stimmten Sequenzelementen sowie letztlich Datenbank-Abgleichen mit verschiedenen Software-Anwen-
dungen (siehe 3.9) wurden die erhaltenen Sequenzierergebnisse bioinformatisch aufgearbeitet und ausge-
wertet.

4.3.12. Phylogenie
Zur systematischen bzw. funktionellen Einordnung der neu klonierten PTs in den entwicklungsge-

schichtlichen Kontext wurde nach bereits optimierten Vorgaben (sieche MULLER, Kapitel ,I1l 4.22)12%% gj

n
phylogenetischer Baum erstellt. Dabei wurde das zugrunde liegende Diagramm aromatischer PTs (siehe
MULLER, ,Kapitel IV 3.8, Abb. 33”)[220] einerseits um die PTs des Vitamin E-Stoffwechsels sowie die Fragmen-
te aus H. perforatum ausgedilinnt, andererseits wurden dafiir zwischenzeitlich publizierte (vgl. MUNAKATA
et al., ,Abbildung 3“)™% und die eigenen Volllinge-Sequenzen aus Johanniskraut addiert (siehe 5.2.3.4).
Verwurzelt wurde der phylogenetische Baum ebenso wie in der Vorlage beschrieben mit der aliphatischen
PT aus dem Sauger Rattus norvegicus®®*. Die Vorbereitung erfolgte in Form von Alignments durch das Pro-
gramm BioEdit** (auf Grundlage des ClustalW-Algorithmus'**®). Die Software Mega 6.06*”! berechnete
anschlieRend anhand dieser Alignments den phylogenetischen Verwandtschaftsbaum nach der Neighbour-

Joining-Methode (Bootstrap: 1.000) in Verbindung mit dem Poisson-Modell.

4.4. Proteinexpression

Die gentechnische Herstellung von eukaryotischen (und besonders membrangebundenen) Proteinen in
nicht-natdrlichen Wirtszellen ist eine groRe Herausforderung, da viele dieser eukaryotischen Proteine co-
bzw. posttranslationale Modifikationen und/oder co- bzw. posttranslationalen Proteintransport durchlau-

54

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



4 | Methoden

fen. Gerade Bakterien wie der weitverbreitete Modellorganismus E. coli (BL21(DE3); Lemo21(DE3)) sind
aufgrund ihres prokaryotischen Zellaufbaus nicht Expressionswirt der ersten Wahl und fiir die meisten Mo-
difizierungen sowie die korrekte Proteinfaltung, v.a. beim Einbau nicht-l6slicher Proteine in Organell-/Zell-
membranen, ungeeignet. Daher wurden im Verlaufe dieser Arbeit als eukaryotische Expressionswirte Hefe-
zellen getestet und anschlieRend Insektenzellen als Produktionssystem der Wahl identifiziert, weil diese die
meisten Voraussetzungen fiir die korrekte Expression und Herstellung rekombinanter Proteine einschliel3-
lich fast aller an der Proteinbiosynthese beteiligten Modifikationen erfiillen. Das Insektenzell-Baculovirus-
Expressionssystem (siehe 4.4.2), reprasentiert durch Invitrogens Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System
(siehe 3.3) und Gibco® Sf9-Zellen (siehe 3.6), erwies sich dabei als das geeignetste — nicht nur wegen der
schnellen und effizienten Proteinherstellung in grollen Mengen, sondern weil es als einziges getestetes Sys-
tem die Produktion von aktiven PTs aus Johanniskraut ermdglichte.

4.4.1. Proteinexpression in Hefezellen

4.4.1.1. Kultivierung von genetisch modifizierten Hefezellen

Genetisch modifizierte S. cerevisiae-Zellen (siehe 4.3.8.4) wurden in YPGA-Medium als Dauerkultur bei
-80 °C gelagert (siehe 4.3.9.2) und erst direkt zur Genexpression, die in Anlehnung an MULLER®?® auf
Grundlage von PompoN et al.*® erfolgte, aufgetaut und kultiviert. Dazu wurde eine Dauerkultur auf einer
Petrischale mit SGI-Agar (siehe 3.7) ausgestrichen und bei 30 °C fiir 36-48 h angezogen. Durch Uberfiihren
einer einzelnen gewachsenen Hefe-Kolonie in 5 ml SGI-Medium (siehe 3.7) wurde eine UN-Kultur angelegt,
die bei 30 °C und 250 min™ fiir 24 h inkubierte. Mit 1 ml dieser UN-Kultur wurden 150 ml YPGE-Medium
(siehe 3.7) angeimpft und bei 30 °C und 250 min™ weiter wachsen gelassen bis zu einer Zelldichte von
ODgoo = 1,5-2,0. Da die Proteinexpression von den GAL1- und GAL10-Promotoren reguliert wurde, die in

[248], wurde

Anwesenheit von Glucose gehemmt und durch Vorhandensein von Galactose induziert wurden
nach ausreichender Vermehrung der Hefekultur mit Hilfe eines Glucose-Teststreifens (siehe 3.1) die Kon-
zentration an verbliebener Glucose im Medium kontrolliert. War noch Glucose im Medium nachweisbar, so
wurde die Hefekultur entweder weiter unter zuvor beschriebenen Bedingungen wachsen gelassen oder —
bei noch hoher Restglucose-Konzentration — die Kultur bei 3.000 min™ fiir 3 min in Zellen und tberstehen-
des Medium aufgetrennt. Die pelletierten Hefezellen konnten anschliefend in 150 ml Glucose-freiem YPGE-

Medium resuspendiert und die neue Hefekultur fiir die folgende Induktion verwendet werden.

4.4.1.2. Induktion von Hefezellen

Nachdem ausgeschlossen wurde, dass die Transkription durch Anwesenheit von Glucose im Medium in-
hibiert werden konnte, wurden die induzierbaren Promotoren GAL1 und GAL10 durch Zugabe von 17,5 ml
steriler Galactose-Losung (200 g/l) pro 150 ml Hefekultur zur Transkription angeregt. Dadurch ausgeldst
folgte die Genexpression wahrend der Inkubation bei 30 °C und 250 min™ fir 16 h und lieferte die ge-
winschten Prenyltransferasen, die aus den Hefezellen extrahiert (siehe 4.5.1) und fir in vitro-Enzymunter-
suchungen herangezogen wurden (siehe 4.5.5).

4.4.2. Proteinexpression im Insektenzell-Baculovirus-System

4.4.2.1. Kultivierung von Sf9-Zellen

Als Wirtssystem diente die immortalisierte Insektenzelllinie Sf9 (siehe 3.6), die aus Ovarzellen des Nacht-
falters Spodoptera frugiperda stammt. Sf9-Zellen kénnen leicht mit dem Baculovirus Autographa californica
multicapsid nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) infiziert werden, was sich sehr gut eignet fir die Expression
von Proteinen auf Basis von rekombinanten Bacmiden/Baculoviren.
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Die Sf9-Zellen wurden als 50-500 ml-Proben in Sf9-Medium (siehe 3.7) bei 27 °C und 140 min™ in einem
Schittelinkubator unter sterilen Bedingungen kultiviert und nach jeweils 3—4 Tagen durch Verdinnen der
Zellsuspension mit frischem Sf9-Medium bei einer Zelldichte zwischen 1 x 10°-10 x 10° Zellen/ml gehalten.

4.4.2.2. Herstellung von rekombinanten Bacmiden

Der Startpunkt fiir die Herstellung eines Baculovirus war das jeweilige rekombinante DNA-Konstrukt des
Transfervektors pFastBac™ 1 (siehe 4.3.7.4). Unter Einsatz von Invitrogens Bac-to-Bac® Baculovirus Expres-
sion System (siehe 3.3) erfolgte daraus im Folgenden die Anzucht eines rekombinanten Bacmids. Dabei
wurde zuerst das aufgereinigte Vektor-Konstrukt nach Herstellerangaben in einen weiteren E. coli
(DH10Bac™)-Stamm transformiert. DH10Bac™-Zellen besitzen ein sogenanntes Helferplasmid (pMON7124;
13,2 kb), auf dem eine Tetracyclin-Resistenz und Transpositionsproteine codiert waren, sowie einen Baculo-
virus-Transportvektor (Bacmid bMON14272; 136 kb), auf dem sich ein Kanamycin-Resistenzgen und die fu-
sionierte Tn7-Transposon-Anlagerungsstelle lacZ-mini-attTn7 befindet. An diese Anlagerungsstelle kann ein
pFastBac™ 1-stdndiges Transposon-Element binden. Dieses mini-Tn7-Transposon setzt sich aus einer linken
Transposon-Region (Tn7L), der Expressionskassette des transformierten Vektors—bestehend aus dem
AcMNPV-Polyhedrin-Promotor, der MCS (inkl. der zu exprimierenden DNA-Sequenz) und einem SV40-Poly-
adenylierungssignal — sowie dem Gentamicin-Resistenzgen und einem rechten Transposon-Bereich (Tn7R)
zusammen. Zwischen lacZ-mini-attTn7 und mini-Tn7 Transposon kam es nach der Transformation unter
Mitwirkung des exprimierten Helferplasmids zur Transposition (homologe Rekombination), wobei die Ex-
pressionskassette zielgerichtet in den Baculovirus-Transportvektor integriert wurde und so eine rekombi-
nante Bacmid-DNA entstand®>”.. Erfolgreiche Transposition unterbrach dabei das B-Galactosidase-Gen in-
nerhalb des lacZ-mini-attTn7-Elements, so dass mittels Blau-WeiR-Selektion (siehe Ligation in pGEM®-
T easy; siehe 4.3.7.4) Bakterien mit rekombinantem Bacmid durch Wachstum auf TraPo-Agarplatten
(Tabelle 4.12) in weilen Kolonien (Lac’) identifiziert werden konnten. Nach Inkubation der Agarplatten bei
37 °C fiir 48 h wurde jeweils eine einzelne weille Bakterien-Kolonien in 5 ml LB-Medium, das zusétzlich
Gentamicin (7 pg/ml), Kanamycin (50 pg/ml) und Tetracyclin (10 ug/ml) enthielt, Gberfihrt und bei 37 °C
und 220 min™ fir 16-24 h Gber Nacht inkubiert. Aus dieser UN-Kultur wurde dann die rekombinante
Bacmid-DNA wie zuvor beschrieben isoliert (siehe 4.3.10.1), quantifiziert (siehe 4.3.3) und bei -20 °C bis
zum weiteren Gebrauch gelagert.

4.4.2.3. Herstellung von rekombinanten Baculoviren

Zur Anzucht von Baculoviren wurden Sf9-Zellen (siehe 4.4.2.1) mit dem Grundmedium Sf-900™ Il SFM
(siehe 3.7) bis zu einer Zelldichte von 0,4 x 10° Zellen/ml verdiinnt. Von dieser Verdiinnung wurden 2 ml in
eine 6-Loch-Kulturplatte tiberflihrt und bei Raumtemperatur fir 15 min inkubiert. Gleichzeitig wurden ein-
zeln einerseits 8 pl Cellfectin® || Reagenz — eine kationische Lipid-Formulierung, die als DNA-Trager bei der
Transfektion (hier: Lipofektion) von Insektenzellen diente — und andererseits 1 ug der aufgereinigten, re-
kombinanten Bacmid-DNA mit jeweils 100 ul Grundmedium vorsichtig gemischt. Bacmid- und Cellfectin® II-
Losung wurden vereint, vorsichtig miteinander vermischt und auch bei Raumtemperatur fiir 15-30 min ste-
hen gelassen. Dabei kam es zur Komplexierung und Bindung der anionischen Bacmid-DNA mit den kationi-
schen Lipiden, was zu einem Einschluss in bzw. einer Adsorption an den vorliegenden Liposomen fiihrte.
Die Bacmid-Liposomen-Mischung wurde anschliefend nach und nach auf die Sf9-Zellen aufgetropft und bei
27 °C fur 3-5 h inkubiert, damit die Liposomen mittels Endozytose mit der Zellmembran der Sf9-Zellen fu-
sionierten und so die Bacmid-DNA in die Insektenzellen transfizierten. Nach erfolgter Transfektion wurde
die Gberstehende Bacmid-Liposomen-Mischung von den Sf9-Zellen abgenommen, durch 2 ml Sf9-Medium
(siehe 3.7) ersetzt und der Ansatz bei 27 °C fir 3-5 Tage zur ersten Baculoviren-Produktion inkubiert. Nach
beginnendem Absterben der infizierten Sf9-Zellen aus der 6-Loch-Kulturplatte wurden diese bei 4 °C und
4.000 min™ fur 2 min vom Medium getrennt. Der Baculovirus-haltige Uberstand diente zum Infizieren von
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100 ml neuen Sf9-Zellen mit einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml, die zur Vermehrung der Baculoviren bei
27 °C und 140 min™ fiir 5-7 Tage kultiviert wurden. War die Zellviabilitit der Sf9-Zellen nach dieser Inkuba-
tionszeit bereits niedriger als 40%, so wurden Zellen und Baculoviren erneut durch Zentrifugation bei 4 °C
und 4.000 min™ fir 10 min getrennt und der virenhaltige Uberstand durch einen Spritzenfilter (0,22 um Po-
rengroRe) sterilfiltriert. Zur weiteren Vermehrung der Baculoviren folgte eine neue Amplifikationsrunde,
bei der 500 ml neue Sf9-Zellen (Zelldichte: 1 x 10° Zellen/ml) mit 5 ml Baculovirus-Losung infiziert und wie
zuvor beschrieben inkubiert, abzentrifugiert und sterilfiltriert wurden.

4.4.2.4. Infektion von Insektenzellen

Zu unterschiedlichen Volumina an Sf9-Flssigkultur mit einer Zelldichte von 2 x 10° zellen/ml wurden
zwecks Infizierung und Start der Proteinexpression jeweils 10% (V/V) Baculovirus-Uberstand aus den Ampli-
fikationen (siehe 4.4.2.2) dazupipettiert und die Ansatze bei 27 °C und 140 min™ fir 72-96 h in einem
Schittelinkubator inkubiert. Ausgehend vom viralen AcMNPV-Polyhedrin-Promotor wurde das eingefiihrte,
rekombinante Gen bei der Virus-Replikation stark exprimiert und lieferte nach Transkription und Transla-
tion die gewlinschten Prenyltransferasen, die aus den Sf9-Zellen extrahiert und fiir in vitro-Enzymuntersu-
chungen herangezogen wurden.

4.5, Biochemische Methoden

4.5.1. Proteinextraktion aus Hefezellen

Die Isolierung von Protein-Fraktionen aus Hefezellen geschah in Anlehnung an eine Methode von Pom-
PoN et al.”*®. Inkubationskolben mit Hefekulturen, die rekombinante PTs exprimierten (siehe 4.4.1), wur-
den bei 4 °C und 3.000 min™ fiir 3 min in Zellen und Gberstehendes Medium aufgetrennt und das erhaltene
Pellet in je 10 ml TEK-Puffer (siehe 3.4) vorsichtig zum Waschen resuspendiert. Nach erneuter Zentrifuga-
tion wurden 5 ml TEK-Puffer zum Riickstand addiert, vorsichtig resuspendiert und bei Raumtemperatur fir
5 min ruhen gelassen. Nach wiederholter Zentrifugation wurden die pelletierten Hefezellen vorsichtig in
3 ml TES-B-Puffer (siehe 3.4) aufgenommen, mit 3 g sduregewaschenen Glaskugeln (siehe 3.1) versetzt und
durch kraftiges Schitteln bei 4 °C fiir 20 min aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wurde durch lichtmikros-
kopische Kontrolle bestatigt und die Suspension bei 4 °C und 3.000 min™ fiir 3 min zentrifugiert, um feste
Zellriickstande abzutrennen. Nach Uberfiihrung des Uberstandes in Ultrazentrifugen-GefaRe wurde der
feste Rickstand zwei weitere Male mit je 3 ml TES-B-Puffer versetzt, vorsichtig gewaschen, abzentrifugiert
und alle drei Uberstinde schlieRlich vereint fiir einen weiteren Zentrifugationsschritt bei 4 °C und
14.000 min™ fir 10 min. Der nun klare Uberstand (Protein-Rohextrakt) wurde in Ultrazentrifugen-GefaRe
pipettiert, mit TES-B-Puffer verdiinnt und in einer vorgekihlten Ultrazentrifuge bei 2—6 °C und 100.000 x g
fiir 60 min zentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandes wurde dem Riickstand 1 ml eiskalter TEG-Puffer
(siehe 3.4) hinzugefiigt und das Pellet durch langsames Aufziehen und Ablassen mittels Spritze mit Kantle
oder Pasteurpipette vorsichtig auf Eis resuspendiert. Die so gewonnene Mikrosomen-Fraktion wurde
guantifiziert (siehe 4.5.3), die Expression und Reinheit der Extrakte mittels SDS-PAGE kontrolliert (sie-
he 4.5.4) und die rekombinanten Enzyme direkt fur Aktivitdtsuntersuchungen weiterverwendet (siehe
4.5.5) oder bei -80 °C bis zum Gebrauch gelagert.

4.5.2. Proteinextraktion aus Insektenzellen

Exprimierte PTs aus infizierten Sf9-Zellen (siehe 4.4.2.4) wurden in Anlehnung an ein Extraktionsproto-

[260]

koll von OHARA et al. isoliert. Nach Uberfiihrung der Suspension in Zentrifugenréhrchen wurden die In-

sektenzellen bei 4 °C und 5.000 min™ fiir 5 min pelletiert und in 5 ml Sonication-Puffer (siehe 3.4) durch
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Auf- und Abpipettieren vorsichtig resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte auf Eis mit Hilfe von Bransons
Ultraschall-Homogenisator Sonifier® 250, eingestellt auf Duty Cycle = 15 und Output Control = 1,5. Es wur-
de 3 x 1 min lang sonifiziert, unterbrochen von je 30 s Ruhepause. Die optische Kontrolle des Zellaufschlus-
ses erfolgte mikroskopisch nach Anfarben eines 50 pl-Aliquots mit Trypanblau-Losung. Zellriickstande wur-
den bei 4 °C und 5.000 min™ fir 5 min abzentrifugiert und der Uberstand (Protein-Rohextrakt) in Ultrazen-
trifugen-Gefalle Uberflihrt, mit Sonication-Puffer verdiinnt und in einer vorgekihlten Ultrazentrifuge bei 2—
6 °C und 100.000 x g fiir 60 min zentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandes wurden dem Riickstand 2 ml
eiskalter Puffer A (siehe 3.4) hinzugefiigt und das Pellet durch langsames Aufziehen und Ablassen mittels
Spritze mit Kanle vorsichtig auf Eis resuspendiert. Die so gewonnene Mikrosomen-Fraktion wurde quanti-
fiziert (siehe 4.5.3), die Expression und Reinheit der Extrakte mittels SDS-PAGE kontrolliert (siehe 4.5.4) und
die erhaltenen rekombinanten Enzyme direkt fiir Aktivitdtsuntersuchungen weiterverwendet (siehe 4.5.5)
oder bei -80 °C bis zum Gebrauch gelagert.

4.5.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration von Proteinen in wassriger Losung wurde spektrophotometrisch mit dem sogenann-
ten Bradford-Test ermittelt'?®’. Ausschlaggebend bei dieser Quantifizierungsmethode war der Effekt, dass
der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 im Bradford-Reagenz (siehe 3.4) durch unspezifische Bindung
an Proteine von seiner roten, kationischen Form in seine blaue, anionische Form Uberfiihrt wurde, was mit
einer Verschiebung seines UV-Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm einherging. Dadurch konnte
die Proteinkonzentration einer mit Bradford-Reagenz versetzten Proteinldsung Uber den Anstieg ihrer Ab-
sorption Ases im Vergleich zu einer proteinfreien Referenz-Losung (Nullabgleich) bestimmt werden. Zur
Quantifizierung wurde mit Hilfe des Standardproteins Rinderserumalbumin eine Kalibriergerade aufgenom-
men und daraus ein Faktor fir das Bradford-Reagenz errechnet, der in die Berechnungsformel der Protein-
konzentration (Formel 4.1) mit einging.

Tabelle 4.13 Protokoll des Bradford-Tests

Untersuchungslésung Nullabgleich
Puffer der Proteinlésungad 100 pl Puffer der Proteinlésung 100 pl
Proteinlésung  2-5 pl
Bradford-Reagenz 900 pl Bradford-Reagenz 900 pl
Protokoll: {' 5 min Inkubation Protokoll: {' 5 min Inkubation
Asqs (als Messwert) Asgs (als Nullwert)

Formel 4.1 Berechnung der Proteinkonzentration

c Konzentration [ug/ul]
c _ Asgs Asgs  Absorption bei A =595 nm
Frobe = Fg v Fg Faktor des Bradford-Reagenzes
\Y Volumen der Untersuchungslésung

4.5.4. Denaturierende Gelelektrophorese von Proteinen

Aus Expressionsorganismen extrahierte Protein-Fraktionen wurden mittels denaturierender Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) auf-
getrennt, um auf exprimierte PTs zu testen. Durch das Detergens SDS in den verwendeten Puffern und der
Gelmatrix wurden die Tertidr- und Quartarstruktur von Proteinen zerstort — was teilweise durch zusatzliche
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Inkubation bei 95 °C fiir 15 min sichergestellt wurde — und zuséatzlich SDS-Protein-Komplexe gebildet, die al-
le eine gleiche Protein-Oberflachenladung aufwiesen und gewahrleisteten, dass bei der Elektrophorese aus-
schliel’lich eine Auftrennung nach MolekllgrofRe stattfand.

Die verwendeten SDS-PAGE-Gele bestanden aus einem kleinmaschigen 12%igen Trenngel und einem
aufgesetzten, groBporigen 4%igen Sammelgel (siehe 3.4), in dessen Auftragtaschen die jeweiligen Proben
geladen wurden. Zur Probenvorbereitung wurden je 10-20 pl (ca. 10 pg) der zu analysierenden Proteinfrak-
tionen, zum Teil nach vorheriger Quantifizierung (siehe 4.5.3), mit je % Volumen an 3x SDS-PAGE-Proben-
puffer (siehe 3.4) gemischt und ggf. aufgekocht. Nach dem Beladen der Gele erfolgte der Trennlauf in einer
mit SDS-PAGE-Laufpuffer (siehe 3.4) gefiillten Elektrophorese-Apparatur (siehe 3.1) bei einer angelegten
Stromstarke von 40 mA fiir ca. 45 min, wobei sich die Proben nach Durchlaufen des Sammelgels am Uber-
gang in das dichtere Trenngel aufkonzentrierten und im Trenngel als scharfe Proteinbanden erschienen
(sog. diskontinuierliche SDS-PAGE). Als GroRRenstandard zur Bestimmung der Masse von Proteinen wurde
Thermo Scientifics PageRuler™ Protein-Leiter (Prestained oder Unstained) mit auf das Gel geladen. Die fer-
tigen SDS-PAGE-Gele wurden nach dem Trennlauf zum Anfarben fiir ca. 1 h in Coomassie-Farbeldsung (sie-
he 3.4) eingelegt und anschliefend durch Transfer in Coomassie-Entfarbeldsung (siehe 3.4) bzw. dH,0 zum
Waschen teilentfarbt, so dass nur noch der GréRenmarker und die Proteine als blaue Banden auf durchsich-
tigem Hintergrund sichtbar blieben.

4.5.5. In vitro-Aktivitdtsuntersuchungen

Die erfolgreiche Expression und die Aktivitdt von untersuchten PTs wurden mit Enzymassays in vitro
kontrolliert. Der zugrundeliegende Reaktionsablauf dieser Untersuchungen war die Enzym-vermittelte
Ubertragung von Prenyleinheiten auf aromatische Akzeptor-Molekiile und der anschlieBende Nachweis
prenylierter Produkte, die sich durch groRere Hydrophobie von ihren Substraten unterscheiden, mittels

G12202821 it einer weiter-

HPLC. Dabei wurde auf Grundlage vorheriger Standard-Enzymassays aus unserer A
entwickelten Methode, u.a. modifiziert nach OHARA et al.?*” gearbeitet.

Flir einen Standard-Reaktionsansatz (Tabelle 4.14) wurden die Bestandteile des Assays in 100 mM
TRIS-HCI-Puffer, pH 8 zum finalen Reaktionsvolumen von 250 ul gemischt. Dazu zahlten DMAPP als Prenyl-
donor und MgCl,-Lésung als PT-Cofaktor, da divalente Kationen fiir die Aktivitat pflanzlicher AS-PTs uner-

l3sslich waren!*®?

, sowie Dithiothreitol (DTT) als Protein-konservierendes Antioxidans, das die eingesetzten
Enzyme vor unspezifischer Inaktivierung schiitzte. Unter diesen Bedingungen wurden im Arbeitsverlauf bis
zu 18 verschiedene Aromaten aus unterschiedlichen Stoffgruppen (Abbildung 4.7), jeder als 10 mM metha-
nolische Stammlosung vorbereitet, auf ihre Eignung als PT-Substrat getestet und dem jeweiligen Ansatz ad-
diert. Die Zugabe von je 100 pg Protein aus Mikrosomen-Fraktionen (siehe 4.5.1; 4.5.2) startete die Reak-

tion, die bei 30 °C im Wasserbad oder einem Schwenkinkubator (50 min™) fiir 30 min inkubierte.
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Abbildung 4.7 Strukturformeln eingesetzter, getesteter aromatischer Substrate

In manchen Situationen — gerade wenn die Menge des zur Verfligung stehenden Enzyms oder Substra-
tes stark limitiert war — wurde das Reaktionsvolumen des Standard-Assays auf 125 ul halbiert, und aus glei-
chen Griinden wurde im Rahmen dieser Arbeit noch nicht jedes Substrat mit jeder PT kombiniert und getes-
tet. Eine parallele Negativkontrolle wurde jeweils mit Protein aus derselben Mikrosomen-Fraktion durchge-
flhrt, das vor der Zugabe jedoch bei 95 °C fiir 20 min mit mehrfachem Vortexen zwischendurch denaturiert
wurde. Bei gefundener Aktivitdt im Standardansatz wurden weitere Negativkontrollen hinzugezogen — Inku-
bation mit extrahierten Mikrosomen aus einer Leervektor-Kontrolle, ein komplett enzymfreier Assay ohne
Protein oder Assays ohne den Prenyldonor DMAPP bzw. den Cofaktor Mg** —, um eine enzymunabhangige
chemische Reaktion innerhalb der Reaktionsmischung definitiv ausschliefen zu kdnnen.
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Tabelle 4.14 Zusammensetzung und Variation des Standard-Enzymaktivitats-Assays (250 pl)

Komponente Eingesetzte Menge Konzentration im Ansatz
KaPOpPuter o5 (100 M) 24250 u
Mg>* (100 mM) 10 wl 4 mM
DTT (100 mM) 1,25-2,5 pl 0,5-1 mM
Substrat (10 mM) 2,5-10 pl 0,1-0,4 mM
DMAPP (50 mM) 1-5 pl 0,2-1 mM
Protein (Mikrosomen-Fraktion) 100 pg 0,4 mg/ml
Protokoll: Inkubation bei 30-40 °C fur 30-120 min

Nach abgelaufener Inkubationszeit wurden 10% des Assay-Volumens von einem Gemisch aus Essigsdure
und Methanol (1:4, V/V) dazupipettiert, die Reaktion durch grindliches Mischen mittels Vortexen abge-
stoppt und bei 14.000 min™ fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 500 pl Ethylacetat versetzt,
die Phasen nach griindlichem Mischen bei 14.000 min™ fiir 10 min wieder voneinander getrennt und 400 p
der organischen Phase abgenommen. Der Riickstand wurde ein weiteres Mal mit 250 pl Ethylacetat wie zu-
vor extrahiert und 250 pl organische Phase wieder abgenommen. Die vereinten Ethylacetat-Phasen wurden
im Luftstrom zur Trockne gebracht, der Rickstand in 80 ul Methanol gel6st und jeweils 20 ul des Extraktes
mittels HPLC (siehe 4.7) auf neu entstandene Produkte untersucht. Positive Aktivitdtsbefunde wurden in
drei oder mehr voneinander unabhangigen Experimenten bestatigt.

4.5.5.1. Charakterisierung der Prenyltransferase HcPT aus H. calycinum-Zellsuspensionskulturen

Um Informationen Uber optimierte Reaktionsbedingungen von ,HcPT“ zu erhalten, wurde diese in Sf9-
Zellen exprimierte PT charakterisiert. Anhand einzelner veranderter Parameter des Standard-PT-Assays
wurde deren Einfluss auf die Aktivitit des Enzyms untersucht'®®®. Der pH-Wert wurde iiber den Bereich von
pH 5-11 in Schritten von 0,5 pH-Einheiten analysiert, und zwar mit verschiedenen Puffersystemen (Tabelle
4.15), da kein System alleine die gesamte Spanne abdeckte. Die Inkubationstemperatur wurde von 20—
70 °C in Abstanden von 10 °C variiert und unterschiedliche divalente Kationen (Ca**, Co®*, Cu*, Fe**, Mg*,
Mn?*, Zn**, EDTA zur Negativkontrolle) wurden als PT-Cofaktor getestet. Nacheinander wurden die finalen
Konzentrationen von DMAPP (5-500 uM) und 1,3,6,7-THX (20—-1.000 uM) verandert, um mittels Auftragung
nach nicht-linearer Regression (in Anlehnung an die Theorie nach MICHAELIS & MENTEN**?®*]) ihre Michaelis-
konstante K, bestimmen zu kénnen (Microsoft Excel und Hyper 32; siehe 3.9).

Tabelle 4.15 pH-Wert-abhadngige Puffersysteme zur Charakterisierung von HcPT

pH-Bereich Puffersystem
5,0-7,0 100 mM MES
5,0-8,0 50-400 mM K3PO4
7,0-7,5 100 mM K,CO;
7,0-7,5 100 mM NasPO,
7,5-11,0 50-100 mM TRIS-HCI

4.5.5.2. Enzymatische Synthese von 1,3,6,7-Tetrahydroxy-8-prenylxanthon fiir die NMR-Spektroskopie

Weil fur die NMR-Spektroskopie groflere Mengen von enzymatisch generiertem 1,3,6,7-Tetrahydroxy-8-
prenylxanthon (1,3,6,7-TH8PX) bendtigt wurden, erfolgte eine um mehr als 200-fach hochskalierte Inkuba-
tion eines Standard-Enzymaktivitats-Assays (Tabelle 4.14)[263]. Die Substrate 1,3,6,7-THX (siehe 4.2.3;
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Abbildung 4.7) und DMAPP wurden dquimolar in 50 mM Ks;POy-Puffer, pH 7,5 in Anwesenheit von DTT
vereint und die Prenylierung des Aromaten durch Zugabe der Mikrosomen-Fraktion von ,HcPT“ aus
Sf9-Zellen gestartet. Die Inkubation lief in einem Schwenkinkubator (50 min™) bei 40 °C iiber Nacht fiir 20 h
ab. Weil sowohl DMAPP als auch das Protein hitzeanfallig waren, wurde nach 3 h erneut % der urspriinglich
eingesetzten Menge der beiden Komponenten zum Reaktionsansatz dazupipettiert. Nach dem Stoppen der
Reaktion wurde mit Ethylacetat mehrmals extrahiert und die vereinten organischen Phasen im
Kaltluftstrom getrocknet, so dass der Rickstand fiir eine semipraparative Aufreinigung des gewlinschten
1,3,6,7-TH8PX herangezogen werden konnte (siehe 4.7.2).

0] OH HcPT 0] OH
HO HO
—_—
L, T T
HO 0] OH HO 0] OH
1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon 1,3,6,7-Tetrahydroxy-8-prenylxanthon

Abbildung 4.8 Reaktionsschema der Prenylierung von 1,3,6,7-THX zum monoprenylierten 1,3,6,7-TH8PX

4.6. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Bei der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (engl. confocal laser scanning microscopy, CLSM) wer-
den Proben in der Objektebene mit Hilfe eines fokussierten und somit beugungsbegrenzten Argon-Laser-
Mikrostrahls zur Fluoreszenz angeregt. Mittels einer Scanning-Einheit konnen die Proben nach und nach
punktweise, d.h. seriell bestrahlt und vermessen werden sowie die jeweilige Emissionsstrahlung vom abge-
tasteten Messort pixelweise detektiert werden. Dabei muss die emittierte Fluoreszenzstrahlung vor dem
Auftreffen auf einen Sekundarelektronenvervielfacher (engl. photomultiplier tube, PMT) eine kreisférmige
Lochblende passieren, was ausschlieBlich der aus der Fokusebene abgegebenen Strahlung moglich ist — je
kleiner das Loch in der Lochblende, desto diinner der sogenannte optische Schnitt durch das Praparat.
Durch dieses Aussperren von fokusfremden Lichtsignalen werden ein besonders hoher Kontrast und eine
besonders scharfe Abbildung der abgerasterten Fokusebene erzielt, die nach Auftreffen auf den PMT digi-
talisiert und durch pixelweise Darstellung als Bilddatei ausgegeben werden®®. Neben einfachen, zweidi-
mensionalen Abbildungen ist es zusitzlich méglich, durch Ubereinanderlegen mehrerer optischer Schnitte
aus unterschiedlichen Tiefen des Praparates (,,Bilderstapel”) eine 3D-Darstellung der Probe zu gewinnen.

Zur fluorimetrischen Untersuchung der Lokalisation von PTs in Sf9-Wirtszellen wurde zunachst der
Transfervektor pFastBac™ 1 mit dem Reporter-Gen fiir ein eGFP markiert. Bei der Klonierung dieses Fluo-
reszenzgens aus dem Donorplasmid , pET-52b(+)-eGFP“ (siehe 3.8) wurde es so in die C-terminale Region
der MCS ligiert, dass der GroBteil der MCS fir Gen-Insertionen am N-Terminus des eGFPs zur Verfligung
stand und der neue Transfer-Fusionsvektor pFastBac 1-GFP fiir die C-terminale Fluoreszenzmarkierung der
beiden PTs ,,HcPT-2“ und ,HcPT-2_oT“ zur Verfligung stand (siehe 5.4.3.3). Aus den durch Klonierung in
pFastBac 1-GFP erhaltenen, fluoreszenzmarkierten Varianten , HcPT-2-GFP“ und , HcPT-2_oT-GFP“ sowie
der Leervektor-Kontrolle wurden Baculoviren prapariert und Sf9-Zellen mit jeweils einem der Gene infiziert
(siehe 4.4.2). Diese Insektenzellen wurden dann 24, 48, 72 und 96 h nach Infektion geerntet, jeweils 50 pl
der Zellsuspension mit 500 pl Sf9-Medium (siehe 3.7) in einer 24-Loch-Multiwellplatte gemischt und bei
27 °C fiir weitere 4 h bis zum Absetzen der Zellen inkubiert.
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Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen wurden von JOANA BARTELS (Institut flir Pharmakologie, To-
xikologie und Klinische Pharmazie, TU Braunschweig) mit Nikons konfokalem Laser-Scanning Mikroskop-
System A1 (siehe 3.1) mit einem inversen Mikroskop (Eclipse Ti) in Verbindung mit der Steuerungs- und
Auswertungssoftware NIS-Elements Microscope Imaging (siehe 3.9) durchgefiihrt und die Ergebnisse mit
ihrer freundlichen Unterstitzung zusammen ausgewertet. Zur Erstellung von Schichtaufnahmen wurde das
eGFP in den zu untersuchenden Proben bei Raumtemperatur mit Laserlicht der Wellenlange A = 488 nm an-
geregt und die abgestrahlte Fluoreszenz nach Passage einer Lochblende mit 31,3 um Durchmesser mit ei-
nem Bandpass-Emissionsfilter fir 525/50 nm detektiert. Es wurden 190 Ubereinanderliegende optische
Schnitte im Abstand von je 0,1 um aufgenommen, von denen jede Aufnahme des abgetasteten Probenbe-
reichs eine Auflosung von 512 x 512 Pixeln bei einer optischen Auflésung von 0,01 um hatte.

4.7. Analytik mittels Fliissigchromatographie

Alle Syntheseprodukte, Extrakte aus Enzyminkubationen und Aufreinigungen fir weitergehende instru-
mentelle Analysen wurden mit Hilfe der Flissigchromatographie (engl. high performance liquid chromato-
graphy, HPLC) untersucht. Zur Verfligung standen dazu Agilents 1260 Infinity Quaternary LC System und ei-
ne VWR LaChrom Elite-Anlage (siehe 3.1).

Bei der HPLC wurden Substanzgemische durch Adsorption an einer stationaren Cig-Umkehrphase (RP-
Sdule) aufgetrennt. Aufgrund variierender Hydrophilie/Lipophilie gingen einzelne Komponenten unter-
schiedlich starke Wechselwirkungen mit der stationdren Phase ein und wurden —abhangig von der Elu-
tionskraft des verwendeten FlieRmittels — zeitversetzt eluiert. Die FlieBmittel-Komponenten, die zur Gradi-
enten-Elution verwendet wurden, waren Methanol und dH,0 (angesduert mit 80 pl/l Ameisensiure), die in
unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen die Analyten von der Trennsaule wuschen. Detektiert wurde
mittels Dioden-Array-Detektor im kurzwelligen UV-Bereich.

4.7.1. Verwendete FlieBmittel-Systeme

Vorgegeben durch das Adsorptionsverhalten und die Polaritdt der aufzutrennenden Substanzen, wurden
fir die HPLC-Laufe unterschiedliche Methoden verwendet. Die jeweilige Zusammensetzung und der zeit-
liche Ablauf der FlieBmittelgradienten wurden ausgehend von den untersuchten Substanzgruppen gewahlt
sowie optimiert und sind im Folgenden aufgelistet.

Tabelle 4.16 Unterschiedliche HPLC-Methoden zur Analyse von Einzelstoffen und Stoffgemischen

HPLC-Methode 1 HPLC-Methode 2 HPLC-Methode 3
Zeit [min] Methanol [%] dH,0 [%] Zeit [min] Methanol [%] dH,0 [%] Zeit [min] Methanol [%] dH,0 [%]

0-5 50-75 50-25 0-5 40-70 60-30 0-5 40-70 60-30
5-10 75-90 25-10 5-15 70-90 30-10 5-10 70-92 30-8
10-11 90-95 10-5 15-25 90-95 10-5 10-25 92-95 8-5
11-15 95 5 25-30 95 5 25-30 95-40 5-60
15-16 95-50 5-50 30-35 95-40 5-60 30-35 40 60
16-20 50 50

4.7.2. Semipraparative Isolierung von 1,3,6,7-TH8PX

Besonders reines 1,3,6,7-TH8PX fir die NMR-Analytik (siehe 4.9) wurde aus einer im groRen Malstab
angesetzten Enzym-Inkubation (siehe 4.5.5.2) von ,,HcPT“ mit den Substraten 1,3,6,7-THX und DMAPP mit-
tels HPLC-Aufreinigung gewonnen. Dazu wurde der nach Extraktion und vollstandiger Trocknung erhaltene
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Rickstand in 2 ml Methanol geldst. In Injektionen von je 50-100 ul wurde die gesamte methanolische Un-
tersuchungslosung auf die Agilent-HPLC (siehe 3.1) geladen und nach HPLC-Methode 1 aufgetrennt. Dabei
wurde jeweils der Peak von 1,3,6,7-TH8PX, der ca. bei R;=12,5 min in den Chromatogrammen erschien,
nach der Detektor-Passage aufgefangen. Die vereinten Peaks wurden im Kaltluftstrom zur Trockne ge-
bracht, lyophilisiert und der blassgelbe Riickstand zur MS- (siehe 4.8) und NMR-Analyse eingesetzt.

4.8. Analytik mittels Massenspektrometrie

Massenspektrometrische Untersuchungen wurden von DR. TILL BEUERLE (Institut fliir Pharmazeutische
Biologie, TU Braunschweig) durchgefiihrt und die Ergebnisse mit seiner freundlichen Unterstiitzung ausge-
wertet. Rein massenspektrometrisch zu analysierende Proben wurden unter Verwendung einer system-
integrierten Hamilton Spritzen-Pumpe (5 pl/min) direkt in die Elektrospray-lonenquelle (ESI, Turbo V) eines
Quadrupol-Massenspektrometers 3200 Q Trap LC/MS/MS System (siehe 3.1) geladen. Die verwendeten
Methoden wurden durch erfahrungsbasierte Verdanderungen an den Gerate- und Messparametern ent-
wickelt und optimiert (Tabelle 4.17). Fur potentielle Produktsignale stand die Moglichkeit der weiteren
Fragmentierung von Molekil-lonen mittels MS/MS zur Verfligung (EPI-Modus). Zur Auswertung wurde die
Analyst Software 1.6.2 genutzt.

Tabelle 4.17 Einstellungen fiir die MS-Analytik

Einstellungen Proben

DMAPP PIBP 1,3,7-THX 1,3,6,7-THX  Patulon 1{3’865; Geranyl-

(4.2.1) (4.2.2) (4.2.3) (4.2.3) (5.6.3.3) (5.6.3.1) PIBP (5.6.7)
lonisierungsmodus Negativ Negativ Negativ Negativ Negativ Positiv Negativ
Quellenspannung -4,5 kv -4,5 kv -4,5 kv -4,5 kv -4,5 kV 5,5 kV -4,5 kV
Declustering-Potential | -20,00 V -20,00 V -20,00 V -20,00 V -20,00 V 20,00V -20,00 V
Curtain-Gas 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Gas 1 10,00 10,00 10,00 14,00 10,00 14,00 14,00
Gas 2 0 0 0 0 0 0 0
Inertgas zur Kollision N, N, N, N, N, N, N,
Kollisionsenergie -10,00 V -10,00 V -30,00 V -10,00 V -10,00 V 10,00 V -42,00 V

4.9. Analytik mittels Kernspinresonanzspektroskopie

Untersuchungen zur Strukturaufklarung wurden mittels Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear
magnetic resonance, NMR) von PROF. DR. LUDGER ERNST (Zentrales Labor fiir Kernresonanzspektroskopie,
TU Braunschweig) durchgefiihrt und die Ergebnisse mit seiner freundlichen Unterstiitzung ausgewertet.
Unter Verwendung eines Bruker Avance Il 600 Kernspinresonanz-Spektrometers (siehe 3.1) wurden *H-
NMR-Spektren des in PT-Aktivitatsassays gewonnenen, monoprenylierten 1,3,6,7-TH8PX und des zweifach
prenylierten Xanthons Patulon aufgenommen. Beide Proben wurden zur Vermessung in deuteriertem Ace-
ton (Aceton-dg) gelost und anschlieRend bei einer Protonen-Resonanzfrequenz von 600 MHz und einer
Temperatur von 20 °C untersucht.
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5 ERGEBNISSE

5.1. Chemische Synthesen

5.1.1. Synthese von Dimethylallyldiphosphat

Die Synthese von Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) lieferte nach dem Extraktionsschritt ein Volumen
von ca. 10 ml Untersuchungslosung, welche mittels Sdulenchromatographie an Cellulose fraktioniert wurde
(siehe 4.2.1). Die Kontrolle der gesammelten Einzelfraktionen auf phosphathaltige Komponenten mit der
Dinnschichtchromatographie (DC) fiel positiv aus bei den Fraktionen 33-39 (R~Wert 0,95) und 87-135 (R
Wert 0,25). Dabei wurde das DMAPP anhand des Ri-Wertes in den Fraktionen 87-135 vermutet, da das ge-
suchte Produkt aufgrund einer hoheren Hydrophilie im Vergleich zum Geranyldiphosphat (GPP) aus der Ori-
ginaI—Vorschrift[Zzel unterhalb eines R-Wertes von 0,35 erwartet wurde. Durch Abziehen der Losemittel und
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Abbildung 5.1 MS-Analyse des DMAPP-Syntheseproduktes. A: Massenspektrum (EMS ESI neg) von DMAPP. B: MS/MS-Spektrum
(EPI neg) der Fragmentierung des DMAPP-Signals (m/z = 245,1)
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Lyophilisierung wurde ein beige-weiller Feststoff erhalten, der massenspektrometrisch analysiert wurde
(siehe 4.8). Bei der Vermessung des Produktes DMAPP (M = 246,09 g/mol) wurde bei einem Signal von
m/z = 244,9 das erwartete Molekul-lon [M-H] gefunden und durch MS/MS-Kopplung weiter in kleinere
Fragment-lonen aufgespalten (Abbildung 5.1), die mit ihren Massen 78,9 / 158,9/ 226,9 dem bekannten

Fragmentierungsmuster von DMAPP entsprachen[267].

5.1.2. Synthese von Phlorisobutyrophenon

Nachdem auf den Ubersichts-DC-Platten — parallel mit fortlaufender Reaktionszeit entwickelt — keine Zu-
nahme an Phlorisobutyrophenon (PIBP; Ri-Wert 0,35; rot-violette Fluoreszenz bei UV,s,) in der Reaktions-
mischung mehr festzustellen war, wurde die Synthese gestoppt und der Ansatz anschliefend extrahiert und
aufkonzentriert. Weil neben dem gesuchten, monoacylierten Syntheseprodukt auch mehrfach-acylierte
Substanzen auftraten, wurde die erhaltene gelb-gefarbte Untersuchungslésung (ca. 3 ml) anschlieRend mit-
tels Kieselgel-Sdulenchromatographie in 100 Fraktionen aufgetrennt. Als mit dem zuerst verwendeten
FlieBmittel auch nach 500 ml Durchlauf keine Produkte eluiert werden konnten, wurde zu einer polareren
mobilen Phase Gbergegangen. Nachdem tri- und diacylierte Nebenprodukte zuerst nach dem Wechsel von
der Sdule gewaschen wurden, fand sich PIBP in den Fraktionen 19-45, was die DC-Kontrolle der gesam-
melten Einzelfraktionen bestatigte (R-Wert 0,64). Durch Abziehen der mobilen Phase und Lyophilisierung
wurde das gereinigte, 6lige und gelbliche Reaktionsprodukt erhalten. Mittels HPLC (siehe 4.7) wurde das
PIBP weiter analysiert und bei einer Retentionszeit (R;) von ca. 7,2 min und der Wellenldnge des Absorp-
tionsmaximums von 286 nm detektiert (Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.2 HPLC-Chromatogramm von synthetisiertem PIBP. HPLC-Methode 1 (Tabelle 4.16), Detektion: A =286 nm. Insert:
UV-Spektrum
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Zusatzlich wurde zur endgiltigen Identifizierung ein Massenspektrum (siehe 4.8; Abbildung 5.3) von
PIBP (M = 196,07 g/mol) aufgenommen, welches bei einem Signhal von m/z = 194,9 das erwartete Produkt-
Molekul-lon [M-H] zeigte, und auch die weitere Fragmentierung durch MS/MS-Kopplung spaltete das Pro-
dukt in ein bereits publiziertes Muster weiter auf'*®®.. Als Abgleich dienten zusitzlich die experimentell er-
mittelten Daten einer alternativen PIBP-Probe, die zuvor bereits in unserer Arbeitsgruppe (AG) synthetisiert
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Abbildung 5.3 MS-Analyse des PIBP-Syntheseproduktes. A: Massenspektrum (EMS ESI neg) von PIBP. B: MS/MS-Spektrum (EPI neg)
der Fragmentierung des PIBP-Signals (m/z = 195,4)
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5.1.3. Synthese von 1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon

Weil fir eine rein chemische Einschritt-Synthese nach Protokoll der Original-Vorschrift??® das benétigte
Substrat 2,4,5-Trihydroxybenzoesaure nicht verfligbar war, wurde der hier beschriebene, aufwéandigere An-
satz einer Zwei-Schritt-Synthese gewdhlt.

Die DC-Kontrolle nach 1 h Reaktionszeit zeigte kaum noch detektierbare Banden auf Hoéhe der Phloro-
glucin- und 2,5-Dihydroxybenzoesdure-Referenzen, jedoch einen deutlichen Fleck auf Héhe der 1,3,7-Tri-
hydroxyxanthon (1,3,7-THX)-Referenz (R-Wert 0,32; violette Fluoreszenz bei UV,s4). Deshalb wurde von
einer nahezu vollstiandig abgelaufenen Reaktion ausgegangen. Die nach dem Stoppen der Synthese extra-
hierte, konzentrierte Untersuchungslosung von ca. 3 ml wurde anschliefend mittels Kieselgel-Sdulenchro-
matographie fraktioniert. Durch die verwendete Gradienten-Elution konnten Nebenprodukte aus dem Re-
aktionsansatz groRtenteils abgetrennt werden, so dass in den Fraktionen 90-133 relativ reines 1,3,7-THX zu
finden war, was die DC-Kontrolle der gesammelten Einzelfraktionen bestéatigte (R-Wert 0,33). Nach Abzie-
hen der mobilen Phase und Lyophilisierung wurde das gelb-orange Zwischenprodukt zur Identifizierung per
HPLC analysiert (siehe 4.7). Das Chromatogramm zeigte einen Substanzpeak bei R, = 9,9 min bei der Detek-
tions-Wellenlange von 254 nm (Abbildung 5.4). Ein Vergleich der Retentionszeit und des UV-Spektrums mit
einem HPLC-Chromatogramm der authentischen Referenz-Substanz 1,3,7-THX identifizierte die extrahierte
Substanz als das gesuchte Zwischenprodukt. Eine dariiber hinaus durchgefiihrte massenspektrometrische
Kontrolle (siehe 4.8) zeigte einen erwarteten Peak fur das Molekil-lon [M-H]" der Zwischenstufe bei m/z =
242,9 (Abbildung 5.5), was im Negativmodus der molaren Masse von 1,3,7-THX (M = 244,04 g/mol) zuzu-
ordnen war und somit die Identitdt des Zwischenproduktes bestatigte.
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Abbildung 5.4 HPLC-Chromatogramm von synthetisiertem 1,3,7-THX. HPLC-Methode 1 (Tabelle 4.16), Detektion: A = 254 nm. R: Re-
ferenz; S: Syntheseprodukt
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Abbildung 5.5 Massenspektrum (EMS ESI neg) des Synthese-Zwischenproduktes 1,3,7-THX

Erhaltenes 1,3,7-THX wurde anschlieBRend zur weiteren Umwandlung in einem Fitterungsexperiment
eingesetzt. Als Wirt fur die enzymatische Modifizierung diente ein spezieller Hefestamm (S. cerevisiae) aus
unserer AG, der mit einem Fremd-Gen zur Expression einer Xanthon 6-Hydroxylase — unter Kontrolle eines
GAL-Promotors — ausgestattet war. Da Glucose im Reaktionsmedium die Induktion des GAL-Promotors
durch den Elicitor Galactose unterdriickte, wurde erst nach positiver Abwesenheitskontrolle des Repressors
die Genexpression gestartet und das 1,3,7-THX in die Hefe-Suspension gegeben. Aufgenommen von den
Hefezellen und mit einer zusatzlichen Hydroxylgruppe an Position C—6 des Kohlenstoff-Grundgeristes ver-
sehen, wurde das Reaktionsprodukt 1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon (1,3,6,7-THX) wieder aus den Zellen ins
Medium sekretiert und nach Ablauf der Inkubationszeit daraus extrahiert. Die ca. 3 ml der aufkonzentrier-
ten, gelblichen Untersuchungslosung wurden aufgrund besseren Trennungsverhaltens der Reaktionsmi-
schung auf einer lipophilen Kieselgel-Umkehrphase aufgetrennt und 1,3,6,7-THX wurde im UV-Licht detek-
tiert (R-Wert 0,77; gelbe Fluoreszenz bei UVsgs). Nach Abtrennung des Produktes vom Tragermaterial der
stationaren Phase und vollstandiger Trocknung wurde ein blass-gelber Feststoff erhalten. Dessen Identitat
als 1,3,6,7-THX (M = 260,03 g/mol) wurde durch Aufnahme eines Massenspektrums (siehe 4.8) festgestellt,
welches bei einem Signal von m/z = 259,3 das erwartete Molekil-lon [M-H] zeigte sowie in der weiterge-
henden Fragmentierung durch gekoppelte MS/MS einem in der Datenbank unserer AG hinterlegten Auf-
spaltungsmuster der Referenzsubstanz ahnelte (Abbildung 5.6). Bestatigt wurde die Identifizierung durch
eine HPLC-Untersuchung (Abbildung 5.7) des Syntheseproduktes im Vergleich mit dem HPLC-Chromato-
gramm und dem UV-Spektrum der authentischen Referenz-Substanz 1,3,6,7-THX (R, = 6,9 min).
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Abbildung 5.6 MS-Analyse des 1,3,6,7-THX-Syntheseproduktes. A: Massenspektrum (EMS ESI neg) von 1,3,6,7-THX. B: MS/MS-
Spektrum (EPI neg) der Fragmentierung des 1,3,6,7-THX-Signals (m/z = 259,1)
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Abbildung 5.7 HPLC-Chromatogramm von synthetisiertem 1,3,6,7-THX. HPLC-Methode 1 (Tabelle 4.16), Detektion: A = 254 nm. In-
sert: UV-Spektren; R: Referenz; S: Syntheseprodukt

5.2. (Bioinformatische) Vorab-Charakterisierung von Prenyltransferase-Genen

Um Zugang zu moglichen Prenyltransferase (PT)-Sequenzen aus Johanniskraut zu erhalten, dienten Da-
tenbanken von Hypericum-Arten als Quelle, die anhand weniger bekannter PT-cDNAs durchsucht wurden
(siehe 4.3.1). Der erhaltene Sequenzkatalog wurde bioinformatisch mit verschiedenen Online-Tools (sie-
he 3.9) aufgearbeitet, um theoretische Vorhersagen liber den Aufbau und die Lénge von PT-Sequenzen, die
Enzymfamilien-spezifischen Regionen, die abgeleiteten Proteinstrukturen und deren intrazellulare Lokalisa-
tion usw. treffen zu kénnen. Die Notwendigkeit dieser computergestiitzten Analyse ergab sich immer je-
weils vor dem Start und nach Beendigung der Klonierungsarbeiten eines betrachteten Gens, um es als voll-
standige Sequenz einer aromatischen Sekundarstoffwechsel-PT (AS-PT) zu identifizieren, mogliche Gen-Mu-
tationen oder Polymorphismen zu erkennen und anhand prognostizierter Protein-Eigenschaften u.a. die
Auswahl der bendtigten Expressionsparameter abschatzen zu kénnen.

5.2.1. Uberlassene Prenyltransferase-Sequenzen aus vorherigen Arbeiten

[220]

Wie bereits in einer friheren Dissertation aus unserer AG beschrieben*“”, wurde eine subtraktive

cDNA-Datenbank aus H. calycinum-Zellsuspensionskulturen konstruiert. Etwa 800 der erhaltenen Sequen-

zen wurden mittels NCBI-BLAST-Analyse ausgewertet. Dabei entdeckte MULLER??”!

in den Sequenzdaten die
drei cDNA-Fragmente ,Contig 88, 290 und 339“ die Sequenzidhnlichkeiten zu bereits veroffentlichten
AS-PT-cDNAs zeigten, und untersuchte diese naher in seiner Arbeit. Mit Hilfe der RACE-Technik (siehe
4.3.4.2; 4.3.5.4) gelang es ihm, aus zwei Fragmenten den jeweils vollstandigen offenen Leserahmen zu ge-
winnen — ,Contig 290(HcPT-2)“ mit einer Sequenzlange von 1.137 bp und , Contig 339(HcPT-3)” mit einer
1.191 bp langen kodierenden Sequenz (engl. coding sequence, CDS). Das dritte partielle PT-Gen konnte bis

zum 3‘-Ende und in Richtung 5-Ende verlangert werden, so dass die cDNA , Contig 88(HcPT-1)“ mit einer
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Lange von 1.273 bp erhalten wurde. Dariiber hinaus extrahierte MULLER'**” aus dem online zugénglichen Jo-

hanniskraut-Transkriptom MPGR (siehe 4.3.1)?**?*? dje 1.158 bp messende Volllinge-cDNA ,HpPT-470%
die vom Transkript ,hpa_locus_470 iso_1 len_ 1384 ver_2“ abgeleitet und erarbeitet wurde.

5.2.2. Prenyltransferase-Sequenzen aus vier analysierten H. perforatum-Transkriptomen

Die erste Suche innerhalb eines vorlaufigen, nicht veroffentlichten Transkriptoms von H. perforatum am
IPK Gatersleben lieferte 14 nitzliche cDNA-Treffer (Tabelle 5.1), aus denen nach Sequenzvergleich und Aus-
diinnen die drei neuen Kandidaten ,,IPK_Contig2633, 7200 und 18827“ resultierten. Zwei der drei Treffer
zeigten nach Ubersetzung in die Aminosauren-Abfolge (ExPASy Translate; siehe 3.9) jeweils eine vollstindi-
ge, 390 Aminosduren (aa) lange Proteinsequenz, und der dritte Treffer war ein 420 bp langes cDNA-Frag-
ment, das nach Ubersetzung ein wahrscheinliches PT-Fragment inkl. des C-Terminus darstellte. Da diese
ersten Ergebnisse auf einer noch nicht ausgereiften Transkriptom-Version basierten, wurden diese drei
c¢DNAs nicht direkt molekularbiologisch bearbeitet, sondern sie wurden zur Kontrolle neben ,HpPT-1“ und
,HIPT-1“ als Abfragen in einer weiteren cDNA-Suche im MPGR-Transkriptom herangezogen.

Tabelle 5.1 Trefferliste der cDNA-Suche in einem vorlaufigen H. perforatum-Transkriptom des IPK Gatersleben

Nr. Sequenz-ID Lange [bp] Nr. Sequenz-ID Lange [bp]
1 IPK_Contig552 536 8 IPK_Contig4531 364

2 IPK_Contig706 506 9 IPK_Contig7200 420

3 IPK_Contig1159 896 10 IPK_Contig7583 479

4 IPK_Contig1295 901 11 IPK_Contig11928 434

5 IPK_Contig2633 1.346 12 IPK_Contig11954 513

6 IPK_Contig2919 1.242 13 IPK_Contig13353 409

7 IPK_Contig4016 785 14 IPK_Contig18827 1.252

Die erste Untersuchung des MPGR-Transkriptoms (zweite Stufe) zielte auf Transkripte ab, die sich durch

(1321 Juszeichneten. Neben einer Vielzahl von cDNA-Frag-

hohe Expression in Hyperforin-reichen Geweben
menten, die keine so hohen FPKM-Werte in diesen Gewebetypen aufwiesen, lieferte die Suchanfrage aber
als mogliche PT-Gene die Transkripte ,hpa_locus_4472, 8393 und 9259“, die im Folgenden ndaher moleku-
larbiologisch und biochemisch untersucht wurden. Die cDNA , hpa_locus_4472"“ umfasste eine 1.390 bp lan-
ge Sequenz ohne zusammenhangenden ORF, die jedoch Ubersetzt in ihre zugehorige Aminosaure-Sequenz
in zwei unterschiedlichen Leserastern jeweils PT-dhnliche Protein-Merkmale aufwies. Bei der cDNA ,hpa_
locus_8393“ verhielt es sich dhnlich, d.h. auch hier fanden sich innerhalb der 1.587 bp messenden Sequenz
nach Uberfiihrung auf die Protein-Ebene in unterschiedlichen Leserastern das 5‘- und das 3‘-Ende. Das
1.275 bp lange Transkript ,,hpa_locus_9259” enthielt direkt einen vollstdndigen ORF, der fiir ein 391 aa lan-
ges Protein codierte. Zusatzliche Ergebnisse aus der alleinigen MPGR-Analyse wurden nicht weiterverfolgt,
sondern spater bei der Vergleichsanalyse aller vier betrachteten Datenbanken wieder aufgenommen und
beriicksichtigt. Die dritte Stufe der Transkriptom-Analyse sah vor, mit einer umfassenderen Anfrage verfiig-
barer PT-Sequenzen die unterschiedlichen Datenbanken zu durchsuchen und neu gewonnene Informatio-
nen miteinander zu verknipfen. Der somit nach eigenen Vorstellungen und Grenzwerten (siehe 4.3.1) er-
stellte Sequenzkatalog der einzelnen BLAST-Analysen, von dem bereits die Hits vorheriger Analysen subtra-
hiert wurden, umfasste insgesamt 91 neue cDNAs, die das Anforderungsprofil der Suche erfillten. Die im
Anschluss daran durchgefiihrte Detail-Analyse, bei der von mehrfach auftretenden cDNA-Sequenzen unter
Bewahrung der langsten, durchgehenden Sequenz alle kiirzeren Fragmente aussortiert wurden, schrankte
die Anzahl an verbleibenden moglichen PT-Sequenzen auf letztlich 50 Stiick ein. In der Aufarbeitung dieser
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cDNA-Sammlung konnten vier Volllange-Sequenzen ermittelt werden, die jeweils fiir ein ganzes Protein zu
codieren schienen und daher durch Klonierungen und Expressionsanalysen untersucht wurden. Dabei bein-
halteten sowohl das 1.317 bp lange Fragment ,scaffold-BNDE-2095043“ als auch das 1.285 bp zadhlende
Transkript ,,scaffold-BNDE-2013053“ jeweils schon eine zusammenhdngende Proteinsequenz (408 aa bzw.
389 aa). Durch das 1:1-Alignment der verbleibenden cDNAs konnten zwei zuséatzliche komplette ORFs vor-
hergesagt werden: ,Contig10745“, eine 3.031 bp messende Sequenz ohne N-Terminus auf Protein-Ebene,
und ,,ctg038903“, ein 209 bp kurzes Fragment ohne C-Terminus der Gbersetzten Sequenz, lieRen sich zu ei-
nem 1.236 bp umfassenden ORF zusammensetzen. Ebenso war es moglich, die beiden einzelnen Halften
,hpa_locus_15746" (954 bp) und ,,Singlet16042“ (894 bp) zu einem ORF zusammenzufligen, so dass ein
weiteres vollstandiges Protein von 390 aa Lange entstand.

Ubrige Ergebnisse aus dieser Datenbanken-Aufarbeitung (u.a. der ORF in ,,ctg015370“ oder der model-
lierte ORF aus ,hpa_locus_19471“ und ,Contig31764“) wurden Mitarbeitern unserer AG fir ihre Untersu-
chungen zur Verfligung gestellt bzw. ihre Bearbeitung steht noch aus.

Tabelle 5.2 Ergebnisliste der PT-Sequenz-Suche vor und nach kombinatorischem Transkriptom-Vergleich

Transkriptom MPGR PhytoMetaSyn ViroBLAST 1KP
e 2 2 2 1
referangan 17 17 9 ’
Sequenz-ID-Prafix hpa_locus_... Contig... / Singlet... ctg... scaffold-BNDE-...
Sequenz-ID / Lange [bp] 7061 1.511 |3219 737 002826 653 2013053 1.285
N 7698 1.113 |5006 899 004687 471 2013054 898
11003 1.685 |7565 883 015370 1.458 |2025847 1.201
13215 1.655 |7692 1.265 017913 1.381 |2026449 1.621
14629 1.187 |8200 1.388 |023071 435 2093759 709
15746 954 10400 1.532 |023573 594 2094897 1.177
16995 1.473 10288 699 034373 231 2095043 1.317
19471 1.666 |10745 3.031 |038903 209
22705 322 16042 894 044722 406
23792 417 19652 1.327
25379 804 20723 748
27262 560 21822 951
29268 823 26945 1.289
39283 1.173 |31764 1.381
47111 317 69228 1.404
60291 741 78575 1.384
78275 791 98332 1.385

5.2.3. Pflanzliche aromatische Sekundarstoffwechsel-Prenyltransferasen: Aufbau und Eigen-
schaften

5.2.3.1. Generelle Proteinstruktur der AS-PTs aus Johanniskraut

Nach Ubersetzen der PT-Gene aus Johanniskraut in die jeweils codierte Aminosdure-Sequenz (ExPASy
Translate; siehe 3.9) wurden Informationen Gber den grundlegenden Aufbau von pflanzlichen aromatischen
Prenyltransferasen”sz], die an Reaktionen des Sekundarstoffwechsels (siehe 1.1) beteiligt sind, anhand von
Protein-Sequenzvergleichen untereinander und in Bezug auf die AS-PT ,HIPT-1“ gewonnen (Alignments mit
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Abbildung 5.8 Sequenzvergleich klonierter/ilbernommener PTs aus Johanniskraut mit HIPT-1. A: Alignment der Aminosaure-Se-
quenzen. Rot: hochkonservierte Aminosauren; blau: semikonservierte Aminosduren. B: Ahnlichkeits-Abgleich auf Gen-Ebene. C:
Ahnlichkeits-Abgleich auf Protein-Ebene

MultAlin; siehe 3.9). Diese PT, die im Echten Hopfen (Humulus lupulus L.) entdeckt wurde

(152238 fungierte

aufgrund der von ihr katalysierten Reaktion — die Verknipfung des acylierten Phloroglucin-Derivates Phlor-
isovalerophenon (PIVP, 3-Methyl-1-(2,4,6-trihydroxyphenyl)-butan-1-on) mit DMAPP — als Modell-Sequenz.
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Ihre Funktion in der Biosynthese von Hopfenbitterstoffen ist namlich vergleichbar mit dem ersten Prenylie-
rungsschritt in der prognostizierten Biosynthese von Hyperforin?®® weshalb es nahe lag von katalytischer
Ahnlichkeit (beziiglich Substrat/Reaktion) auf strukturelle Ahnlichkeit mit ,HIPT-1“ zu schlieBen und daher
nach wiederkehrenden Eigenschaften in vermutlichen Johanniskraut-PTs zu suchen. Dadurch wurde
,HIPT-1“ fur die Suche moglicher neuer PTs ein wichtiger Ausgangspunkt und eine sehr bedeutsame Refe-
renz fiir alle folgenden Sequenzvergleiche (Abbildung 5.8).

Die Protein-Gesamtldnge der untersuchten PTs bewegte sich zwischen 380 aa beim kirzesten (,,HcPT-2)
und 411 aa beim langsten Enzym (,HpPT-5“). Innerhalb der Aminosdure-Sequenzen waren zwei konser-
vierte Aspartat-reiche Motive ,NQxxDxxxD“ und ,, KDxxDxxGD“ zu finden — nach Abbildung 5.8 praziser als
,N(Q/D)(I/L)xDxx(l/T)D“ sowie , KD(I/L)xDx(D/E)GD“ bezeichnet. Mit deren Hilfe war es moglich, die PT-Se-
guenzen in einen generellen Aufbau aus finf strukturellen Teilstlicken zu untergliedern: am N-Terminus
eine in der Lange variable Sequenz von 144-175 aa, gefolgt von den beiden konservierten Motiven, ge-
trennt durch einen 121 aa langen Abstandhalter (bei ,HcPT-1“ 120 aa, bei ,,HpPT-9“ nur 119 aa), und ab-
schlieBend ein in der Lédnge konservierter, 97 aa messender ,,Schwanz” inklusive des C-Terminus (Abbildung
5.9). Trotz dieses recht homogenen Strukturaufbaus ergab ein genereller Identitdtsabgleich (SIAS, siehe 3.9)
der verglichenen PT-Sequenzen erwartungsgemaR nur durchschnittlich ca. 40-60% Ubereinstimmung der
AS-PTs untereinander*®®, Eine Ausnahme waren ,HcPT“ und ,HpPT-1“ mit ca. 87%, ,HcPT” und ,HpPT-8"
mit ca. 86% sowie ,HpPT-1“ und ,HpPT-8“ mit sogar ca. 98% (12 aa Unterschied, moglicherweise Isofor-
men) Ahnlichkeit zueinander (Abbildung 5.8).

HzN—- N(Q/D)(I/L)xDxx(1/T)D | 119-121aa | KD(I/L)xDx(E/D)GD -—COOH

N-Terminus-Sequenz 1. Motiv Verkniipfungssequenz 2. Motiv C-Terminus-Sequenz

Gen Pflanzen-Art | PT-Ldnge | N-Terminus | Pos. 1. Motiv | Verbindung | Pos. 2. Motiv | C-Terminus | Molekiilgewicht

[aa] [aa] [aa] [aa] [aa] [aa] [kDa]
HIPT-1 H. lupulus 411 175 176-184 121 306-314 97 45,481
HcPT H. calycinum 396 160 161-169 121 291-299 97 43,498
HcPT-1 - 386 151 152-160 120 281-289 97 43,185
HcPT-2 - 380 144 145-153 121 275-283 97 41,927
HpPT-1 | H. perforatum 393 157 158-166 121 288-296 97 43,180
HpPT-2 - 301 155 156-164 121 286-294 97 43,658
HpPT-3 - 394 158 159-167 121 289-297 97 43,913
HpPT-4 - 381 145 146-154 121 276-284 97 41,784
HpPT-5 - 411 175 176-184 121 306-314 97 45,547
HpPT-6 - 301 155 156-164 121 286-294 97 43,222
HpPT-7 - 408 172 173-181 121 303-311 97 45,420
HpPT-8 - 393 157 158-166 121 288-296 97 43,207
HpPT-9 - 385 151 152-160 119 280-288 97 42,876

Abbildung 5.9 Grundlegender, 5-geteilter Protein-Aufbau der PTs aus Johanniskraut-Arten (oben) sowie (Molekl-)Eigenschaften
ihrer Primarstruktur (unten). Molekilmasse berechnet mit EXPASy ProtParam (3.9)
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5.2.3.2. Vorhergesagte Struktur-Charakteristika von AS-PTs aus Johanniskraut

Nachdem die Primarstruktur der PTs untersucht wurde, folgten weitere Analysen und Vorhersagen liber
das wahrscheinliche Verhalten der Proteine in vivo. Neben den bereits zuvor behandelten Aspartat-reichen
Motiven weisen die Aminosaure-Sequenzen pflanzlicher AS-PTs noch zwei weitere typische Eigenschaften
auf?®®!. Zum einen haben sie mehrere Biomembran-durchspannende a-Helices (Transmembran-a-Helices,
TMHSs) und zum anderen ein N-terminales Transitpeptid (TP) zur Direktion der Proteine an ihren Bestim-
mungsort innerhalb der Zelle. Zur Prognose wurden die PTs deshalb mit unterschiedlicher Software analy-
siert und die Ergebnisse zusammengefasst (Tabelle 5.3).

Fiir die Suche nach hydrophoben Protein-Domanen und méglicher Membranstandigkeit wurden diverse
Vorhersage-Programme getestet™® und sich nach Abwiagen fir TMHMM®? %272 sowie zum Abgleich fir
SOSUI?*27] entschieden (siehe 3.9). Beide Online-Tools lieferten die verldsslichsten —und dabei haupt-
sachlich harmonisierende — Ergebnisse und hatten zuvor bereits in anderen Publikationen von pflanzlichen
AS-PTsl-2 BII9ITLAT] oy rzugt Anwendung gefunden. Bei der Bestimmung von Transmembrandominen
mit TMHMM lag bei einigen PTs die tatsachliche Anzahl sehr wahrscheinlich héher als es die erste ausge-
gebene Kalkulation ergab — gerade bei PTs mit kleinen Vorhersage-Werten. Diese Vermutung entstand aus
einer zusatzlichen grafischen Ausgabe der TMHMM-Analyse, mit deren Zusatzinformationen zur moéglichen
Struktur weitere TMHs abgelesen werden konnten, die nur aufgrund des nicht editierbaren Schwellenwerts
in der Berechnung nach dem ,Alles-oder-nichts“-Prinzip nicht als Membrandomanen identifiziert wurden
(Bsp. in Abbildung 5.10).

TMHMM Posterior Probabilities for HpPT-2

1,2 T T T
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Abbildung 5.10 Berechnung von TMHs in der Proteinsequenz von HpPT-2 mit TMHMM. Vorhergesagt sind sieben TMHs, jedoch
sind zwei weitere sehr wahrscheinlich vorhandene Membrandomanen zwischen den Aminosaure-Positionen 100-150 vorherzuse-
hen: 7->9 TMHs

Alle untersuchten PT-Sequenzen zeigten in den Struktur-Berechnungen mindestens vier, maximal neun
(,HpPT-2“ mit SOSUI: 10) Transmembranregionen, die so gelegen waren, dass die beiden konservierten
Aspartat-reichen Motive nicht in die Membran integriert waren (bzw. nur wenige Aminosauren des ersten
Motivs). Stattdessen befanden sie sich in sogenannten Loops — freiliegenden, schlaufenartigen Abschnitten
der Proteinsequenz zwischen zwei TMHs. Die freie Platzierung der Motive, also aulRerhalb der Membran,
sowie ihre Positionierung auf derselben Membran-Seite sind wichtige Voraussetzungen fiir die funktionelle
Aktivitit von AS-PTs. Da der Diphosphatrest tiber das 1. Motiv gebunden wird?’®**” und das aromatische

[176]

Substrat sich voraussichtlich am 2. Motiv anlagert, diirfen beide Reaktionsdomanen nicht unzuganglich

oder gar durch die Membran raumlich voneinander getrennt in zwei unterschiedlichen Kompartimenten
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positioniert sein. Die bioinformatisch gesammelten Daten Uber die vermutlichen TMHs der Johanniskraut-
PTs, welche die Ergebnisse fir ,,HcPT, ,HcPT-1“, ,HcPT-2“ und ,,HpPT-9“ von MULLER????! bestatigten und im
Einklang mit bisherigen Publikationen von pflanzlichen AS-PTs standen, deuteten unter Beachtung all dieser
Aspekte stark auf das Vorliegen von AS-PTs des Johanniskrauts hin. Einzig die fehlplatzierten, beidseitig
Membran-gerichteten Motive bei ,HcPT“, ,HpPT-3“, ,HpPT-4“ und ,HpPT-9“ entsprachen nicht dem erwar-
teten Schema, jedoch bleibt zu erwdhnen, dass es sich nur um theoretische Berechnungen handelte und
diese ausschliellich zum Abschatzen und Treffen einer Vorauswahl herangezogen wurden.

Tabelle 5.3 Vorhersagen zu Protein-Eigenschaften und dem Verhalten untersuchter PTs aus Johanniskraut. —: keine Aussage mog-
lich; (): Lange des moglichen TP in Aminoséduren; / 1-9: TMH-Anzahl / Platzierung nach Korrektur; C: Chloroplasten; Lp: Loop; M:
Mitochondrien; pl: isoelektrischer Punkt; TMH: transmembranéare a-Helix; TP: Transitpeptid. Verwendete Software: siehe 3.9

Gen-Name pl TMH TMHMM: Motiv-Platzierung Subzelluldre Lokalisation (TP)

ProtParam | TMHMM  SOSUI 1. Motiv 2. Motiv TargetP  ChloroP iPSORT
HIPT-1 9,14 8 9 lp1 Lp 5 C(91) C(91) (¢
HcPT 9,71 4/6 6 TMH1&Lp1l C-term./Lp 4 C(54) C(54) M
HcPT-1 9,42 6/8 8 N-term. / Lp 2 Lp4/Lp6 -(-) C(16) (¢
HcPT-2 9,52 9 7 Lp2 Lp 6 M (24) -(12) M
HpPT-1 9,98 6/7 5 TMH1&Lp1 Lp 5 C(71) C(71) M
HpPT-2 9,29 7/9 10/9 N-term. /Lp 2 Lp4/Lp6 C(12) -(12) C
HpPT-3 9,24 8 6 Lp2 Lp 5 M (26) - (71) M
HpPT-4 10,02 6/7 6 TMH1&Lp1 Lp4 C (65) C (65) C
HpPT-5 9,52 6/8 9 Lp1 Lp 5 C(77) C(77) M
HpPT-6 9,78 6/8 8 N-term. /Lp 2 Lp3/Lp5 C(75) C(75) M
HpPT-7 9,65 8 9 TMH2 & Lp 2 Lp6 C(25) C(25) C
HpPT-8 9,95 6/7 5 TMH1&Lp1 Lp 5 c(71) c(71) M
HpPT-9 9,70 6/7 5 Lpl/Lp2 Lp4/Lp5 C (48) C (48) M

Die Abschdtzung des isoelektrischen Punktes (pl) der vermutlichen AS-PTs mit ProtParam (siehe 3.9)
lieferte fir alle Proteine durchgehend ungewoéhnlich hohe Werte, die fir ,,HcPT”, ,,HcPT-1%, ,,HcPT-2“ und
,HPPT-9 von zuvor publizierten Annahmen (pl um 6,1, ausgegeben mit GENtle (siehe 3.9))#% deutlich ab-
wichen. Auch Kontrollen der Berechnung mit weiteren frei zugdnglichen Online-Programmen wie ,Calcula-
tion of protein isoelectric point” oder ,Protein Calculator” ergaben eine pl-Spanne von 9,1-10,0. Somit
musste tatsachlich von einem theoretischen Vorliegen aller putativen PTs als basische Proteine ausgegan-
gen werden. Diese Tatsache harmonisierte nach genauerer Betrachtung aber nicht nur mit der vorherge-
sagten und bereits bestatigten Membranstandigkeit, sondern sie lieferte auch ein Indiz dafir, dass die ge-
fundenen PTs vermutlich aus Plastiden stammten. Nach FErro et al.”’®! und SHEN et al.™”* waren hohe pl-
Werte typisch flir membrangebundene Proteine, die im Inneren von Chloroplasten lokalisiert waren. Somit
wirde die Hypothese bezliglich des Hyperforin-Biosynthese-Ortes — namlich Produktion in plastidhaltigen
Zellen und anschlieBende Lagerung in benachbarten schizogenen Olbehiltern/Olgingen von H. perforatum-

Geweben!®¥

— bekraftigt werden.

Die nachfolgende Kontrolle der vermeintlichen Johanniskraut-PTs auf eine Lokalisierung in den Plastiden
geschah durch eine Suche nach N-terminalen TP-Sequenzen. Diese Analyse gestaltete sich jedoch ebenfalls
aufwandiger als erwartet: Mogliche N-terminale TPs konnten nicht einfach mittels PT-Sequenzvergleichen
oder der gezielten (BLAST-)Suche nach erkennbaren TP-Mustern innerhalb der unterschiedlich langen N-
Terminus-Sequenzen (Abbildung 5.9) entdeckt werden. Zum damaligen Zeitpunkt war weder eine derartige,

allgemeine TP-Sequenz fir Plastiden oder Mitochondrien innerhalb pflanzlicher PTs bekannt/publiziert,
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noch war sie von den bisherigen Ergebnissen abzuleiten. Aus diesem Grund wurden alle Aminosdure-Se-
guenzen mit drei Online-Tools (siehe 3.9), namlich TargetP[279'28°], ChloroPY sowie iPSORT!*®? mittels the-
oretischer Vorhersagen untersucht. Unter Bericksichtigung von Wahrscheinlichkeiten und statistischen
Verlasslichkeitsanalysen, die bei den Berechnungen der Software-Anwendungen Einfluss hatten, fanden
letztlich nur die definitiven Endergebnisse der Kalkulationen Einzug in die Vorab-Charakterisierung. Im End-
effekt hiel’ dies nichts anderes, als dass die starkste, wahrscheinlichste Vorhersage als wahr angenommen
wurde und sich den Empfehlungen der Software folgend fiir die anzunehmende Lokalisierung entschieden
wurde. Neun putativen PTs wurde jeweils ein Chloroplasten-TP vorhergesagt und zwei PTs ein Mitochon-
drien-TP (,,HcPT-2“ und ,HpPT-3). Fir ,HcPT-1“ gab es nur eine Tendenz zu plastidarer Lokalisation, aber
keine verlassliche Prognose. Dabei gab es mit einer vermeintlichen Lange von 11-77 aa eine unglaublich
grolRe Spanne und Inhomogenitat innerhalb der betrachteten PTs, was die angesprochene Komplexitat und
Schwierigkeit des Ableitens von TP-Mustern flr pflanzliche AS-PTs bestétigte. Eine N-terminale Erkennungs-
sequenz fiir einen intrazelluldaren Transport zu Zielstrukturen wurde aber letztlich fir alle untersuchten PTs
gefunden und bestatigte damit auch die dritte vorausgesagte Eigenschaft von Mitgliedern aus der Enzym-
familie der AS-PTs, so dass alle Strukturvoraussetzungen fir zielgerichtete Klonierungen und Expressions-

analysen gegeben waren.

| [174] / [176]

und AKASHI et a wurden im Verlauf

dieser Arbeit exemplarisch die beiden Enzyme , HcPT-2“ und ,,HpPT-1“ fiir die Expression in Hefezellen (sie-

Inspiriert durch einen experimentellen Ansatz von SHEN et a

he 4.4.1) um ihr vorhergesagtes N-terminales TP verkirzt (siehe 5.4.3.2; 5.4.4.3). Der Gedanke hinter die-
sem Schritt war die Annahme, dass das pflanzliche TP in den Hefen zu Misslokalisierung, Fehlfaltung und
insgesamt reduzierter Stabilitat der Proteine fiihren kénnte, was die Lebenszeit und Aktivitdt der PTs nega-
tiv beeinflusste.

Abbildung 5.11 Schematische Struktur und Membranintegration einer AS-PT aus Johanniskraut mit sechs TMHs und den zwei kon-
servierten Aspartat-reichen Motiven®®. ¢ C-Terminus; L1-5: extra-membranare Loops; N: N-Terminus; TP: vorhergesagtes Tran-
sitpeptid

Als Endergebnis der Struktur-Untersuchungen liel§ sich festhalten, dass alle putativen PT-Sequenzen aus
Johanniskraut die Anforderungen an bekannte, membranstdandige AS-PTs erfillten. Folglich standen zwolf
geeignete PT-Kandidaten mit voraussichtlichem Beitrag zu Sekundarstoffbiosynthesen im Johanniskraut be-
reit, die kloniert und in Expressionsanalysen auf enzymatische Aktivitdt untersucht werden konnten.
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5.2.3.3. Subzellulére Lokalisierung von HcPT-2

Zur intrazellularen Lokalisierung von Proteinen kdnnen deren Gene mit einem Reporter-Gen (z.B. flr ein
fluoreszierendes Protein) verknlpft und als Fusionskonstrukt exprimiert werden. Am verbreitetsten ist da-
bei die Verwendung des griin-fluoreszierenden Proteins (GFP). Dieses bei Anregung mit Licht leuchtende

83 und bescherte sei-

Protein wurde in den 1960er Jahren in der Quallen-Art Aequorea victoria entdeck
nem Entdecker zusammen mit zwei weiteren Forschern im Jahr 2008 den Nobelpreis fliir Chemie. Derivate
davon sind das enhanced green fluorescent protein (eGFP), yellow fluorescent protein (YFP) und cyan
fluorescent protein (CFP). Exemplarisch fiir alle PTs aus Johanniskraut wurde ,HcPT-2“ sowie die um das
vorhergesagte Transitpeptid verkilrzte Variante ,,HcPT-2_oT“ C-terminal mit dem verstarkt grin-fluoreszie-
renden eGFP markiert (siehe 5.4.3.3) und in Sf9-Insektenzellen exprimiert (siehe 4.4.2). Zur Kontrolle wurde
parallel das im Cytosol |6sliche eGFP ohne fusionierte PT exprimiert, um einen Vergleich mit einem nicht
membrangebundenen Protein zu ermoglichen. Nach 1-4 Tagen wurden Proben infizierter Insektenzellen
entnommen und wie zuvor beschrieben (siehe 4.6) bis zur Detektion unter einem konfokalen Laser-Scan-
ning-Mikroskop aufgearbeitet. Wie erwartet zeigten Sf9-Zellen, die nur das eGFP produzierten, spatestens
72 h nach der Infektion eine durchgehende, diffuse Grinfarbung liber die gesamte Querschnittsflache in
allen Ebenen der Wirtszelle (Abbildung 5.12). Das Aussehen von Insektenzellen, die ,HcPT-2-GFP“/
“HcPT-2_oT-GFP“ in sich trugen, war fiir beide Fusionskonstrukte vergleichbar und unterschied sich deut-
lich von der l6slichen Cytosol-Kontrolle. Mit bester Farbintensitdt und bestem Kontrast nach 72 h zeigte
jede PT-produzierende Wirtszelle einen griin-fluoreszierenden Ring, begrenzt durch die Zellmembran nach
auBen und den fluoreszenzfreien Zellkern nach innen. Innerhalb dieses Ringes trat punktuelle Griinfarbung
in Form einzelner, stark leuchtender Flecken vor einem schwach fluoreszierenden Hintergrund auf, was auf
einen Einbau des PT-Konstruktes in die Membran von Zellorganellen schlieBen lieR. Hier handelte es sich
voraussichtlich um das endoplasmatische Retikulum (ER) oder die Mitochondrien, da einerseits mit schwa-
cher Pravalenz ein Mitochondrien-TP innerhalb der Volllange-PT-Sequenz vorhergesagt wurde und sich an-
dererseits beide fluoreszierenden ,HcPT-2“-Varianten nicht in ihrer Lokalisation unterschieden. Die exakte
Lokalisierung in einem bestimmten Mikrosomen-Typ durch beispielsweise Co-Farbung von Organellen oder
des Zellkerns war im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, jedoch auch nicht notwendig, weil es nur um die
grundlegende Positionierung der PT-Genprodukte im Wirt zur Optimierung des Isolierungsprozesses ging.
Dariber hinaus war fraglich, ob irgendeine Verlasslichkeit gegeben war fir den Einbau von plastidaren PTs
in die Insektenzellstrukturen, die sich im Aufbau und dem Vorhandensein von Chloroplasten von pflanz-
lichen Zellen unterscheiden, oder ob die Organellen der Sf9-Zellen nicht nur bestmdgliche Alternativen fur
die Platzierung der membranstandigen PTs aus Johanniskraut darstellten. Das erklarte letztlich, dass in die-
sem heterologen Wirtssystem keine Aussage Uber die natlirliche, physiologische Lokalisation innerhalb der
Pflanzenzelle moglich sein konnte.

Mit den Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie wurde somit durch ,,HcPT-2-GFP“ stellvertretend nach-
gewiesen, dass die Software-gestiitzten Vorhersagen zur Membranintegritat korrekt waren und somit die
Verwendung eines prokaryotischen Expressionssystems fir die Produktion von AS-PTs aus Johanniskraut

ausgeschlossen werden konnte, wie schon von MULLER??

vermutet. Dies bestatigte auRerdem, dass die
Extraktion von Mikrosomen als Fraktion mit hochstem Anteil an gesuchtem Enzym ein wichtiger Schritt im

zu etablierenden Protokoll der Protein-Isolierung aus eukaryotischen Wirtszellen sein wirde.
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Abbildung 5.12 Konfokale Laser-Scanning Mikroskop-Aufnahmen von Insektenzellen mit Fluoreszenzgen tragenden Baculoviren,
72 h nach der Infektion. A: Sf9-Zellen mit I6slichem eGFP ohne fusionierte PT. B: Sf9-Zellen mit membranstandiger HcPT-2-GFP. C:
Sf9-Zellen mit membranstandiger HcPT-2_oT-GFP. Links: Differential-Interferenz-Kontrast-Aufnahmen und Fluoreszenzaufnahmen
Ubereinander; rechts: Fluoreszenzaufnahmen (Anregung bei A = 488 nm und Emission bei A = 500-550 nm)

5.2.3.4. Phylogenetische Untersuchung von AS-PTs aus Johanniskraut

Die Phylogenie diente als ein Teilstlick innerhalb der Vorab-Charakterisierung von maoglichen PTs und
wurde daher nur mit den bereits optimierten Einstellungen, die ausgiebig in einer vorangegangenen Arbeit
aus unserer AG diskutiert sind®%, zur PT-Analyse herangezogen. Der phylogenetische Baum (Abbildung
5.13) zeigt dabei ein vergleichbares Gruppierungsmuster wie die beiden zur Konstruktion herangezogenen
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Abbildung 5.13 Phylogenetische Einordnung untersuchter Proteinsequenzen putativer Johanniskraut-PTs zu verwandten pflanzli-
chen, membrangebundenen PTs (fiir PT-Informationen siehe 8.1; Alignment mit ClustalW-Algorithmus, Neighbour-Joining-Metho-

de mit Poisson-Modell). Phylogenetischer Baum abgewandelt nach MUNAKATA et a

marstoffwechsels

1220],

1.8 und MULLER ;

grau schraffiert: PTs des Pri-
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Vorlagen-Diagramme (siehe 4.3.12). Neben einer Sduger-Farnesyldiphosphat-Synthase (FPPS) zur Verwur-
zelung spaltet sich ,,HcPT-1“ deutlich von allen anderen pflanzlichen PTs ab. Die erste Aufzweigung des Bau-
mes innerhalb der Gbrigen PTs findet zwischen den Homogentisat-PTs der Plastochinon-Biosynthese (Pri-
marstoffwechsel; violett), zu denen sich ,HpPT-4“ gruppiert, und allen weiteren Gruppen statt. Bei der
nachsten Verastelung verzweigt sich der phylogenetische Baum in zwei grundsatzliche Unteraste: Auf der
einen Seite sammeln sich die zehn verbliebenen putativen Johanniskraut-PTs (rot) erwartungsgemal neben
den eng verwandten PTs aus Hanf und Hopfen (griin)™*%**?*®die bewiesenermaRen Aktivitat bei Phloro-
glucin-Substraten zeigen. Bei detaillierterer Betrachtung stehen dabei ,HpPT-2“, ,HpPT-5“ und , HpPT-7“ in
einer eigenen Subklade, die neben den Flavonoid-PTs ,CtIDT” und ,MalDT“ der Moraceae angeordnet ist
(oIivgrUn)[m], wahrend die restlichen vermeintlichen Hypericum-PTs in einer eigenen Untergruppierung
aufgelistet sind. Auf der anderen Seite stehen sowohl die etwas ausgruppiert liegenden Primarstoff-
wechsel-PTs, die mit der Ubichinon-Biosynthese in Verbindung gebracht werden (blau), als auch ein letzter
Verzweigungspunkt, von dem aus sich der Baum in zwei weitere, groRe Kladen unterteilen ldsst. Die grolie,
heterogene Gruppe der Homogentisat-PTs des Vitamin E-Stoffwechsels (cyan) beinhaltet dabei auch in

(1651711 ' \vohingegen der

einer extra Subklade die vier AS-PTs, die Cumarine als Substrate akzeptieren (pink)
andere, homogen aufgebaute Unterast die Flavonoid-PTs aus der Familie der Fabaceae umfasst (gelb).

Fir alle zu untersuchenden PTs dieser Arbeit wurde durch die phylogenetische Untersuchung die bioge-
netische Verwandtschaft untereinander und in Vergleich zu bekannten aromatischen PTs des Sekundar-
stoffwechsels nachgewiesen. Somit erschienen alle putativen Hypericum-PTs als wahrscheinliche AS-PTs

und somit als geeignete Kandidaten fiir Expressionsanalysen und Aktivitdtsuntersuchungen.

5.3. RNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial

Die Extraktion von hochwertiger, d.h. duerst reiner und ausreichend hoch konzentrierter RNA aus Jo-
hanniskraut war eine besondere Hiirde und so gut wie immer der limitierende Faktor wahrend der Klonie-
rungsarbeiten. Die schnellsten Extraktionen mit geringstem Arbeitsaufwand versprachen die kommerziell
erhéltlichen Extraktions-Kits, die sich nach exzessiven Untersuchungen jedoch als nur bedingt geeignet he-
rausstellten. Qiagens RNeasy® Plant Mini Kit, angewendet mit dem Protokoll fiir die Aufreinigung von Ge-
samt-RNA aus Pflanzengeweben, erlaubte die zufriedenstellende RNA-Gewinnung aus Zellen der Suspen-
sionskulturen von H. calycinum — mit Konzentrationen zwischen 650-2.420 ng/ul bei einem reinheitsbe-
stimmenden Absorptionsquotienten A,g0/Asg von 1,8-1,9.

Fir die Isolierung verwertbarer Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial von H. perforatum zeichnete sich kei-
nes der getesteten Extraktions-Kits als brauchbar aus, mit Ausnahme zweier Testmuster von Thermo Scien-
tifics GeneJET™ Plant RNA Purification Mini Kit, welches ausgezeichnete RNA-Konzentrationen von 1.296
bzw. 1.316 ng/ul bei einer Reinheit Ays/As50 von 1,8—1,85 bzw. 1,80 ergab. Interessanterweise konnten die
guten Extraktionsergebnisse nicht einmal mit dem zuvor erfolgreichen, nun mehr jedoch kommerziell er-
worbenen GenelET™-Kit in spateren Anwendungen reproduziert werden (mdglicherweise bedingt durch
zwischenzeitliche, herstellerseitige Veranderungen an ihrem Produkt). Die gesammelten Ergebnisse beweg-
ten sich zwischen 18-30 ng/ul bei Ayso/Aso um 1,3 bei keiner erkennbaren Prdsenz im Agarose-Gel
(Abbildung 5.14, A), was als Grundlage fiir nachfolgende Arbeitsschritte indiskutabel war.

Die Versuche einer RNA-Extraktion aus H. perforatum mit dem Reagenz TRIzol® scheiterten ebenfalls an
den Ausbeuten und moglicher Nukleinsdaure-Degradation wahrend der Isolierung. RNA-Konzentrationen
von 15-70 ng/ul mit einer Reinheit <1,15 lieferten ebenso enttduschende Ergebnisse wie die zuvor geteste-
ten Extraktions-Kits. Bei einem testweisen Austausch des Pflanzenmaterials von H. perforatum zu Arabi-
dopsis thaliana oder Nicotiana benthamiana zeichneten sich im Vergleich bemerkenswerterweise keine
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Schwierigkeiten ab, qualitativ hochwertige Gesamt-RNA zu gewinnen (Abbildung 5.14), was auf die beson-
dere handwerkliche Problematik bei den Arbeiten mit Johanniskraut hindeutete.

Abbildung 5.14 Agarose-Gelelektrophorese extrahierter Gesamt-RNA-Proben aus Pflanzenmaterial von 2012-2013. Qualitativ
hochwertige Gesamt-RNA wird durch die 18S- und 28S-Gelbanden der ribosomalen RNA nachgewiesen. A: Versuch der Gesamt-
RNA-Extraktion aus H. perforatum-Bliten mit unterschiedlichen Methoden. B: Vergleich der Gesamt-RNA-Extraktion mit TRIzol®
Reagenz aus Blattern drei unterschiedlicher Pflanzen-Arten. 1: 2012, ohne RNase-Inhibitor; 2: 2012, mit RNase-Inhibitor; 3: 2013,
ohne RNase-Inhibitor; 4: 2013, mit RNase-Inhibitor; M: Marker als GroRenstandard

Als Methode der Wahl stellte sich die RNA-Fallung mittels LiCl heraus. In Anlehnung an JAAKOLA et al.’?*%
war es moglich, in einer vielstufigen, aufwandigen Art und Weise innerhalb von 1,5 Tagen sehr gute RNA-
Ausbeuten aus allen untersuchten Pflanzenteilen von H. perforatum zu generieren, die sich sowohl in den
Konzentrationen (692-1.395 ng/ul) als auch der Reinheit (A,50/Azs0: 1,65—1,95) sowie der Banden-Prdsenz
im Agarose-Gel abzeichneten (Abbildung 5.15). Es wurde zusatzlich getestet das eingesetzte Protokoll aus
Zeitspargriinden abzuwandeln, was ebenfalls in intakter Gesamt-RNA resultierte. Jedoch endeten diese
Versuche letztlich ohne erkennbaren Zugewinn und wurden nicht weiterverfolgt, weil weder die Ausbeute
noch die Reinheit an die urspriinglich eingesetzte, modifizierte Methode nach JaakoLa et al.**® heran-
reichten.

Abbildung 5.15 Agarose-Gel extrahierter Gesamt-RNA aus H. perforatum-Pflanzenmaterial von 2012-2013. Qualitativ hochwertige
Gesamt-RNA wird durch die 18S- und 28S-Gelbanden der ribosomalen RNA nachgewiesen. 1: 2012, ohne RNase-Inhibitor; 2: 2012,
mit RNase-Inhibitor; 3: 2013, ohne RNase-Inhibitor; 4: 2013, mit RNase-Inhibitor; M: Marker als GroRenstandard
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5.4. Klonierung von Prenyltransferase-Genen

Im Verlauf dieser Arbeit wurde sich mit insgesamt zwolf PT-Genen aus zwei unterschiedlichen Johannis-
kraut-Arten molekularbiologisch befasst. Dabei wurden dankenswerterweise vier Gensequenzen bereits
durch die Arbeit von MULLER??
PTs der Fokus auf das Reproduzieren/Umklonieren der vorliegenden Sequenzen zur Prédparation von Ex-

als Grundlage zur Verfligung gestellt (siehe 5.2.1), weshalb sich bei diesen

pressionskonstrukten beschrankte. Die Ubrigen acht Gene wurden in eigenen Arbeiten entdeckt, ggf. ver-
vollstandigt und von Grund auf zu endgiiltigen Volllange-Sequenzen kloniert. Dabei ist zu beachten, dass
wahrend der molekularbiologischen Arbeiten Isoformen fast aller untersuchten PTs gefunden wurden. Um
dieses Polymorphismus-Problem einzugrenzen und zusatzlich mogliche Amplifikationsfehler bei der PCR
auszuschlieRen, wurden daher nur diejenigen PTs weiter untersucht, die nach zwei oder mehr voneinander
unabhangigen Klonierungsdurchldufen in identischen Aminosidure-Sequenzen resultierten (siehe Anhang
10.2). Fur ,,HcPT” wird die Klonierung in ausfihrlicher Form — dem Klonierungsschema unter 4.3 schrittwei-
se folgend — unten beschrieben, so dass fiir die anderen elf PTs nur eine kurze Ubersicht mit den wichtigs-
ten Informationen gegeben wird. Von allen bestatigten PT-Konstrukten wurden Dauerkulturen angelegt
(siehe 4.3.9) und diese PTs schlieRlich in Hefe- und/oder Insektenzellen exprimiert (siehe 4.4). Weil im Ver-
lauf der gesamten Arbeiten unterschiedliche Bezeichnungen fiir die einzelnen PT-Gene verwendet wurden
und es innerhalb unserer AG zu Umbenennungen kam, wird nun vorab mit der unten stehenden Gesamt-
ibersicht (Tabelle 5.4) ein Uberblick iiber die eingefiihrte, einheitliche Namensgebung geschaffen.

Tabelle 5.4 Nomenklatur (alt und neu) der zwélf untersuchten Prenyltransferasen aus Hypericum-Arten

Gen-Name Alternative, veraltete Bezeichnungen Laufende Nr. Ursprung des klonierten Gens
HcPT Contig 339(HcPT-3), 339; Contig 339 174; 175 b G,
g ’ ’ g ! subtraktive cDNA-Datenbank
HcPT-1 Contig 88(HcPT-1), 88; Contig 88 275 o
HcPT-2 Contig 290(HcPT-2), 290; Contig 290 172; 173 o
. ) . ) H. perforatum (Hp),
HpPT-1 HpPT-1B; HpPTF-1B; HpPTF-1; V6 177; 178 Suche mit degenerierten Primern
HpPT-2 HpPTF-2; 9259; hpa_locus_9259... 179; 180 (b [T T

Online-Transkriptom

HpPTF-3; HpPTF-3(1); 4472_1; 4472; o
HpPT-3 181; 182 "
hpa_locus_4472...

HpPT-4 HpPTF-4; 8393; hpa_locus_8393... 246; 247 o

HpPTF-5; 10745, Contig10745; -
HpPT-5 248; 249 "
Contig10745+ctg038903; 1+2

HpPTF-6; 15746; hpa_locus_15746...;
HpPT-6 . 250; 251 "
hpa_locus_15746+Singlet16042; 3+4

HpPTE-7; 2095043; -
HpPT-7 252 "
scaffold-BNDE-2095043; 5+6

HpPTF-8; 2013053;

HpPT-8 253; 254 o
scaffold-BNDE-2013053; 7+8

HpPT-9 HpPT-470; 470; hpa_locus_470... 176 i

unterstrichen: kloniert und unter diesem vorldufigen Namen publiziert und zur Verfiigung gestellt von MuLer®®
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5.4.1. Prenyltransferase HcPT

Der Ausgangspunkt zur Klonierung war die 644 bp lange cDNA ,Contig 339“ der subtraktiven cDNA-Da-
tenbank, die bereits von MULLER??”
zur Verfligung gestellt wurde (siehe 5.2.1).

zu einem 1.191 bp langen ORF verlangert und als ,,Contig 339(HcPT-3)“

Ausgehend von dieser Sequenz wurden die Expressionsprimer ,339_pFastBac_For” und ,339_pFast-
Bac_Re” (siehe 3.8) abgeleitet und mit deren Hilfe das Gen aus frischer cDNA — gewonnen durch reverse
Transkription (siehe 4.3.4) von RNA, die aus Elicitor-behandelten H. calycinum—Zellsuspensionskulturen ex-
trahiert wurde (siehe 4.1) — unter Einsatz der DNA-Polymerase Phusion® Hot Start Il vervielfiltigt (siehe
4.3.5.2). Nach qualitativer Kontrolle des PCR-Ergebnisses mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 4.3.6)
wurde die erwartete DNA-Bande von 1.191 bp GrolRe aus dem Gel extrahiert. Das aufgereinigte PCR-Pro-
dukt sowie der Transfervektor pFastBac™ 1 wurden mit den beiden Restriktionsendonukleasen (RE) EcoRl
und Hindlll verdaut, das linearisierte Plasmid dephosphoryliert und beide DNA-Strange miteinander ligiert
(siehe 4.3.7). Nach Transformation in E. coli (DH5a) (siehe 4.3.8.2) wurden Kolonien selektiert, zur Plasmid-
Vermehrung als UN-Kultur angezogen und die Fremdgen-tragenden Plasmide aus den Bakterien isoliert
(siehe 4.3.10.1). Die Insert-Kontrolle erfolgte mit einer Standard-PCR (siehe 4.3.5.1) unter Verwendung der-
selben Primer wie bei der ersten Vervielfdltigung, wobei nun das extrahierte Plasmid als DNA-Matrize dien-
te. Im Agarose-Gel konnte eine DNA-Sequenz von ca. 1.200 bp Lange detektiert werden, die nach der DNA-
Sequenzierung (siehe 4.3.11) als 1.191 bp langer ORF identifiziert wurde. Bei identischer Lange im Vergleich
zum Ausgangsgen ,,Contig 339(HcPT-3)“ (MultAlin; siehe 3.9) fanden sich in der neuen PT-Sequenz ,,HcPT“
drei Nukleobasen-Austausche an Position 369 (A statt G), 453 (A statt G) und 735 (G statt A). Nach Uberset-
zung des ORF in die 396 aa lange Aminosdure-Sequenz (ExPASy Translate; siehe 3.9) zeigte sich jedoch, dass
alle drei Mutationen stumm waren und zu keinen Veranderungen innerhalb der urspriinglichen PT-Sequenz
flhrten.

Tabelle 5.5 Ubersicht der Klonierung von HcPT zur Expression

Vorhandene Gensequenz ,Contig 339(HcPT-3)“ (1.191 bp)

Eingesetzte Matrize cDNA aus Elicitor-behandelten H. calycinum—Kulturen

Expressionsprimer-Paar ,339_pFastBac_For“ und ,339_pFastBac_Re“

PCR-Anwendung Proofread-PCR

Expressionsvektor pFastBac™ 1

Restriktionsverdau mit REs EcoRI und Xhol

Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,339_pFastBac_For“ und ,339_pFastBac_Re“
- DNA-Sequenzierung

5.4.2. Prenyltransferase HcPT-1

Die molekularbiologische Untersuchung von ,HcPT-1“ startete mit dem 1.273 bp langen cDNA-Fragment
,Contig 88(HcPT-1)“ (siehe 5.2.1). Die Sequenz zeigte die typischen Struktureigenschaften einer AS-PT (sie-
he 5.2.3), nur fehlte eine Bestatigung des 5°-Endes durch eine Verlangerung der cDNA-Sequenz bis zu einem
Stoppcodon im 5‘-UTR. Durch Alignments dieser Sequenz mit veroffentlichten sowie zwischenzeitlich klo-
nierten PT-cDNAs konnte das tatsachliche Startcodon jedoch anhand von Sequenzvergleichen (siehe 5.2.3)
innerhalb der 1.273 bp langen Sequenz abgeschatzt und identifiziert werden.

Die erhaltene CDS ,,HcPT-1“ hatte eine Lange von 1.161 bp und war damit deutlich kiirzer als die Aus-
gangs-cDNA. Nachvollziehbar war die Verkirzung um 58 bp durch Abtrennung des 5-UTR, jedoch wurde
zusatzlich ein 54 bp langes Intron innerhalb des angenommenen ORFs , Contig 88(HcPT-1)“ entdeckt (siehe
MULLER™®? . 99), welches wiederholt in eigenen Klonierungen nicht auftauchte und somit auch nicht
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bestatigt werden konnte (Abbildung 5.16). AuRerdem fanden sich 38 Nukleobasen-Austausche in der CDS,
die in dem Ubersetzten ORF des Proteins zu 20 abweichenden Aminosduren fihrten.

Contig_88{HcPT-1)
HePT-1
Consensus

Contig_88{HcPT-1}
HePT=-1
Consensus

Contig_88{HcPT-1}
Hcl

Consensus

Contig_88{HcPT-1)
Hel

Consensus

,Contig 88(HcPT-1)“ (1.273 bp)

cDNA aus Elicitor-behandelten H. calycinum—Kulturen
,HCPT-1_Xhol_for“ und ,HcPT-1_Kpnl_rev”
Proofread-PCR

pFastBac™ 1

Xhol und Kpnl

Doppelverdau mit Xhol und Kpnl

Vorhandene Gensequenz
Eingesetzte Matrize
Expressionsprimer-Paar
PCR-Anwendungen
Expressionsvektor
Restriktionsverdau mit REs
Plasmid-Insert-Kontrolle

- DNA-Sequenzierung

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 0 100 110
1 1
HDHLSLSLPTKYLOYPAOQLRHPHYFAHPKKL TANATKLSOHSAKCSOTFLPARSPYCLDTSHDSSRAFLFRYLFFKKIVDKIHTFAYILAKAKOYGE TSEFAPGRKLHYI
HDHLSLSLPTKYLAYPABLRNPHYFAHPKKL TANATKL SOHSAKCSATFLPARSPYCLDTSHDSSRAFLFR=-—=====—====—==——| AKAKRYGE TSEFAPGRKLHYT
HDHLSLSLPTKYLOYPAOLRHPHYFAHPKKLTANATKLSOHSAKCSOTFLPARSPYCLDTSHDSSRAFLFR, o v vvvnsssvses AKAKOYGETSEFAPGRKLHYT
111 120 130 140 150 160 1720 180 190 200 210 220

1 1
DYLYKFLEPYSHIGIFHSCHAYLLRTCHESPELLKHSLLPKAYATLYAYLSTSAFHSGHHOLHDTETDRINKPDLYLASGDLPYGLAHLLY TSYYYIGILASAFYOSKYL
DYLYKFLRPYSHIGIFHSCHAYLLRTCHESPELLKHSLLPKRYATLYAYLSTSAFNSGFNOLHDTETDRINKPDLYLSSGELPLELAHLLY TSYYTTGILASAFYOSKYL
DYLYKFLrPYSHIGIFHSCHAYLLRTCHESPELLKHSLLPKAYATLYAYLSTSAFNSGhNOLHDIEIDRINKPDLYLaSG#LPLeLAHLLYTSYY ! IGILASAFYOSKYL

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
1 I
HACICIKFLSIYIYNAPPIRLKRTSAGAIFSASTHYLHNNFARYGAARHILGLPFOLSLPYIFIATFTTYFHATFCILKDLPDYEGDRKFGYITLAYHFGKRTAALLGFG
IACICIKFFSIYIYHNAPPIRLKRTSAGAIFSASLHYLTTHFARYGAARHILGLPFOLSLPYIFIATFTTYFHATFGILKDLPDYDGORKFGYITLAYLFGKRTAALLGFG
iACICIKFLSIYIYNAPPIRLKRTSAGATIFSASiHY¥LnnNFARYGAARHILGLPFALSLPYIFIATFTTYFHATFcILKDLPDY #GORKFGYITLAY$FGKRTAALLGFG

331 340 350 360 370 380 390 400 404
1 I
ILHHNYAFATIHATKNPOVFROAYHIPAHITHACILAYOAMKLEKANYNKEGSOVF YKFLHKLLDAEHATFPFI
ILHHHYAFATINAIKYPOVFROAYHIPANIYHACILAYOVHKLEKANYHKEDSOVF YKFHHEKLLDAEHATFPFI
ILHHNYAFAIIHAIKnPOVFROAYHIPAHILHACTLAYQaHKLEKANYNKESOVF YKF $HKLLDAEWATFPFI

Abbildung 5.16 Ubersicht der Klonierung von HcPT-1 (oben) und Aminosidure-Sequenzvergleich von neu klonierter HcPT-1 und
Uberlassener PT-Sequenz (unten). Blaue Kleinbuchstaben/rote Sonderzeichen im Consensus: Unterschiedliche Aminosduren im
Protein-Alignment

5.4.3. Prenyltransferase HcPT-2 und Varianten

5.4.3.1.
Das Klonierungsschema fir dieses Gen ahnelte im Ablauf der Praparierung von ,HcPT” (siehe 5.4.1). Die

Klonierung des Vollléinge-Gens fiir Expressionsuntersuchungen

klonierte cDNA ,,HcPT-2“ hatte einen 1.143 bp langen ORF, war also um sechs Nukleobasen langer als ihre
Vorldufer-Sequenz ,,Contig 290(HcPT-2)“ (siehe 5.2.1). Diese sechs zusammenhangenden Nukleotide (CAG_
CAT) fanden sich ab Position 190 im Gen wieder, was in der Proteinsequenz einen Einschub von zwei zu-
satzlichen Aminosauren an Position 65—-66 bedeutete (Abbildung 5.17). Die librige, nunmehr 380 aa lange
Aminosauren-Kette blieb trotz eines weiteren Nukleobasen-Austausches (A statt G an Position 480; stum-
me Mutation) identisch zur urspriinglichen PT-Sequenz.
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Vorhandene Gensequenz ,Contig 290(HcPT-2)“ (1.137 bp)

Eingesetzte Matrize cDNA aus Elicitor-behandelten H. calycinum—Kulturen

Expressionsprimer-Paar ,»,290_pFastBac_For“ und ,290_pFastBac_Re“

PCR-Anwendungen Proofread-PCR

Expressionsvektoren pESC-URA / pFastBac™ 1

Restriktionsverdau mit REs EcoRI und Xhol

Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,290_pFastBac_For“ und ,290_pFastBac_Re“
- DNA-Sequenzierung

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

1 1

HePT=-2  HELSRHLKFPSRAHAFSEARCRRTHATPGRFYPLHPPSEIALSDRKSCYKPLANGTHLLEAYOTAHATATOHERRKPYTSKKHDYLHRFLRPFAFYAGSTOFFCYLARRLY

Contig_ 230¢HcPT-2> HELSRHLKFPSAHAFSEARCRRTHATPGRFYPLHPPSRIALSDRKSCYKPLANGTHLLKAYATO--TOIOHEARKPYISKKHDYLHRFLRPFAFYAGSIQFFCYLARRLY
Consensus  HELSRHLKFPSAHAFSERRCRRTHATPGRFYPLHPPSRIALSDRKSCYKPLAMGTHLLEAYATA, . TOIOHEARKPYISKKHOYLHRFLRPFAFYAGSIOFFCYLARRLY

111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

I 1

HcPT-2 DHPOTFESLHMTICIKILAYLTSLYCTYFFTSGYHOTSDIETDKINKPDLPLSSGELSTESAMATYHSFLAYSLLAAGALSSHSFLASIFCLLLYGGYYSTPPFRTKAST
Contig_290¢(HcPT=2) DHPOTFKSLHHTICIKILAYLTSLYCTYFFTSGYHOISDIETDKINKPDLPLSSGELSIESAHATYHSFLAYSLLAAGALSSHSFLASIFCLLLYGGYYSIPPFRTKAST
Consensus DHPOTFRSLHHTICIKILAYLTSLYCTYFFTSGYHOISDIETDKINKPDLPLSSGELSTESAHATYHSFLAYSLLARGALSSHSFLASIFCLLLYGGYYSIPPFRTKAST

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

1 I

HcPT-2 VGAPITIALHKGFYDFFAIFAGAGYYLGLPFAHSLPHYYHSIFTTIFCLANGILKDISDIEGDIKHNIPTLATITIGARKTLITGTGIHILHNHFGCYLARTITRPERTKCST
Contig_290(HcPT-2) VGAPITIALHKGFYDFFATFAGAGYYLGLPFONSLPHYYHSTFTTIFCLANGILKDISDIEGDIKHNIPTLATITIGARKTLITGTGIHILHHFGCYLARTTRPERTKCST
Consensus Y¥GAPITIALHKGFYDFFAIFAGAGYYLGLPFAHSLPHYYHSIFTTIFCLANGILKDISDTEGDIKNNIPTLATIIGARKTLIIGT GIHILHHFGCYLARTIRPEATKCST

33 340 350 360 370 380

1 1

HcPT=2 YIPYHITSALFLLSOVHKTHSYHYESYOSRKLYSSLHLYYYYOYILLPFY

Contig 230¢HcPT-2> VIPYHIISALFLLSOYMKIHSYHYESYOSRKLYSSLHLYYYYOYILLPFY
Consensus  YIPYHITSALFLLSOYMKIHSYHYESVOSRKLYSSLHLYYYYQYILLPFY

Abbildung 5.17 Ubersicht der Klonierung von HcPT-2 (oben) und Aminosdure-Sequenzvergleich von neu klonierter, untersuchter
HcPT-2-CDS mit tiberlassener PT-Sequenz (unten). Schwarze Buchstaben: Zuséatzliche Aminosaduren im Protein-Alignment

5.4.3.2. Verkiirzung des Volllinge-Gens fiir Expressionsuntersuchungen

Zum Entfernen des putativen Transitpeptides (siehe 5.2.3.2) wurde vom urspriinglichen ,HcPT-2“-Gen
ein vorwarts gerichteter Primer abgeleitet, der 72 bp am 5‘-Ende der cDNA (d.h. 24 aa am N-Terminus des
Proteins) abtrennen und stattdessen ein neues ATG (codiert fiir die Aminosdure Methionin) als Startcodon
in die Sequenz einbringen sollte. Bei der Aminosdure-Sequenz von , HcPT-2“ befand sich an Position 24
durch Zufall bereits die Aminosdure Methionin, so dass es ausreichte, die ersten 69 bp des Gens abzutren-
nen und das natiirlich vorkommende ATG an Position 70-72 als neues Startcodon zu verwenden. Positiv
klonierte und sequenzierte Konstrukte stellten den erwarteten, verkiirzten Leserahmen ,,HcPT-2_oT“ von
1.074 bp Lénge bereit, der bis auf den fehlenden N-Terminus sequenzidentisch zu ,HcPT-2“ war.

Tabelle 5.6 Ubersicht der Verkiirzung — Klonierung von HcPT-2_oT

Vorhandene Gensequenz HcPT-2 (1.143 bp)

Eingesetzte Matrize HCcPT-2 in pESC-URA / pFastBac™ 1

Expressionsprimer-Paare ,HCPT-2_oT_for“ und ,HcPT-2_oT _rev“/
,HCPT-2_oT_for“ und ,290_pFastBac_Re”

PCR-Anwendungen Proofread-PCR

Expressionsvektoren pESC-URA / pFastBac™ 1

Restriktionsverdau mit REs EcoRl und Pacl / EcoRI und Xhol

Plasmid-Insert-Kontrolle Doppelverdau mit EcoRI und Pacl / EcoRI und Xhol

- DNA-Sequenzierung
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5.4.3.3. Fluoreszenzmarkierung von HcPT-2 und HcPT-2_oT

Um ,,HcPT-2“ und ,HcPT-2_oT“ jeweils C-terminal mit einem eGFP zu fusionieren, wurde aus beiden PT-
Genen das Stoppcodon entfernt und durch ein eGFP-Fluoreszenzgen ersetzt. Dadurch entstand aus beiden
Einzelproteinen ein zur Fluoreszenz befdhigtes Fusionsprotein, welches von einem einzigen, zusammenhan-
genden ORF codiert wurde.

Im ersten Schritt wurde das Gen fiir das eGFP vervielfaltigt und in den Transfervektor pFastBac™ 1 klo-
niert, was zu einem ORF von 720 bp mit einem einzelnen Nukleobasen-Austausch an Position 651 (C statt T)
flhrte, im Vergleich zur Original-eGFP-Sequenz. Weil es aber als stumme Mutation die 239 aa Proteinse-
guenz des Ausgangs-eGFP nicht abwandelte, wurde der mit dem eGFP-Gen versehene Transfer-Fusions-
vektor als ,pFastBac 1-GFP“ bezeichnet und weiterverwendet. Der folgende Schritt sah den Einbau der
Gene ,HcPT-2“ und ,,HcPT-2_oT“ in den Fluoreszenzprotein-markierten Transfervektor vor. Da die beiden in
der PCR eingesetzten, riickwarts gerichteten Oligonukleotide in ihrer Sequenz ohne das Stoppcodon , TAG”
entworfen wurden, war somit nun der natirliche Translationsabbruch der PT-Proteinsequenzen entfernt,
so dass wahrend der Proteinbiosynthese die Translation liber das Gen hinaus stattfinden konnte. Dadurch
konnten die beiden PT-Gene derart in ,pFastBac 1-GFP“ ligiert werden, dass sich die Sequenzen von
,HCPT-2“/ ,HcPT-2_oT“ und eGFP, getrennt durch ein 21 bp langes MCS-Fragment des Vektors, in einem
gemeinsamen, ununterbrochenen ORF befanden. Die erhaltenen offenen Leserahmen ,HcPT-2-GFP“
(1.881 bp) und ,,HcPT-2_oT-GFP“ (1.812 bp) lieferten beide eine durchgehende, sinnvolle Proteinsequenz
von 626 bzw. 603 aa Lange.

Tabelle 5.7 Ubersicht der Klonierung von HcPT-2-GFP / HcPT-2_oT-GFP zur Expression und Lokalisierung

Vorhandene Gensequenz eGFP (720 bp)

Eingesetzte Matrize eGFP in ,pET-52b(+)-eGFP*“ (Donorplasmid)

Primer-Paar ,PFB1_GFP_F“und ,pFB1_GFP_R“

PCR-Anwendungen Proofread-PCR

Expressionsvektor pFastBac™ 1

Restriktionsverdau mit REs Xhol und Hindlll

Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,,pFB1_Seq_for“ und ,pFB1_Seq_rev”

- DNA-Sequenzierung

Vorhandene Gensequenzen HcPT-2 (1.143 bp) / HcPT-2_oT (1.074 bp)

Eingesetzte Matrize HcPT-2 / HcPT-2_oT in pFastBac™ 1

Expressionsprimer-Paar ,290_pFastBac_For“ und ,HcPT-2_GFP-rev” /
,HCPT-2_oT_for“ und ,HcPT-2_oT_GFP-rev”

PCR-Anwendungen Proofread-PCR

Expressionsvektor pFastBac 1GFP

Restriktionsverdau mit REs EcoRl und Xbal

Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,,290_pFastBac_For“ und ,,HcPT-2_GFP-rev” /

,HCPT-2_oT_for“ und ,HcPT-2_oT_GFP-rev”
- DNA-Sequenzierung
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 0 100 110

J 1

HePT-2  HELSPRHLKFPSAHAFSEARCRRTHATPGRFYPLHPPSRIALSDRKSCYKPLANGTHLLEAYOTOHATOTOHEARKPYISKKHDYLHRFLRPFAFYAGSTOFFCYLARRLY
HePT-2-GFP  HELSRHLKFPSAHAFSEARCRRTHATPGRFYPLHPPSRIALSDRKSCYKPLANGTHLLEAYATAHATOTAHEAAKPYLSKKHOYLHRFLRPFAFYAGSTAFFCYLARRLY

HePT-2_oT-GFP HATPGRFYPLHPPSRIALSDRKSCYKPLANGTHLLKAYATOHATATOHEARKPYISKKNDYLHRFLRPFAFYAGSIQFFCVLARRLY
HePT-2_oT HATPGRFYPLHPPSRIALSDRKSCYKPLANGTHLLKAYATOHATATOHEARKPYISKKNDYLHRFLRPFAF YAGSIQFFCYLARRLY
ConSensus  ....ceevsssssssssssssss HATPGRFYPLHPPSRIALSDRKSCYKPLANGTHLLEAYATOHATOIOHEARKPYISKKHOYLHRFLRPFAFYAGSIOFFCYLARRLY

111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

1 1

HcPT-2 DHPOQTFKSLHMTICIKILAYLTSLYCTYFFTSGYHOTSDIETDKINKPDLPLSSGELSTESAMATYHSFLAYSLLAAGALSSHSFLASIFCLLLYGGYYSTPPFRTKAST
HePT=2=GFP DHPOTFKSLHMTICIKILAYLTSLYCTYFFTSGYHOTSDIETOKINKPDLPLSSGELSTESAMARTYHSFLAYSLLAAGALSSHSFLASIFCLLLYGGYYSTIPPFRTKAST
HePT-2_oT-GFP  DHPOTFKSLHHTICIKILAYLTSLYCTYFFTSGYNOISDIETDKINKPDLPLSSGELSTESAMAIYHSFLAYSLLARGALSSHSFLASIFCLLLYGGYYSIPPFRTKAST
HePT-2_oT DHPOTFKSLHHTICIKILAYLTSLYCTYFFTSGYHOISDIETDKINKPDLPLSSGELSTESAHATYHSFLAYSLLARGALSSHSFLASIFCLLLYGGYYSIPPFRTKAST
Consensus DHPOTFKSLHHTICIKILAYLTSLYCTYFFTSGYHUISDIETDKINKPDLPLSSGELSTESAHATYHSFLAYSLLARGALSSHSFLASIFCLLLYGGYYSIPPFRTKAST

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

1 I

HcPT-2 VGAPITIALHKGFYDFFAIFAGAGYYLGLPFAHSLPHYYHSIFTTIFCLANGILKDISDIEGDIKHNIPTLATITIGARKTLITGTGIHILNHFGCYLARTITRPERTKCST
HePT-2-GFP VGAPTTIALHKGFYDFFATFAGAGYYLGLPFONSLPHYYHSTFTTIFCLANGILKDISDIEGDIKHNIPTLATITIGARKTLITGTGIHILHHFGCYLARTTRPEATKCST
HcPT=2_oT-GFP YGAPITIALHKGFYDFFATIFAGAGYYLGLPFOHSLPHYYHSIFTTIFCLANGILKDISDIEGDIKHNIPTLATIIGARKTLIIGTGIHILNHFGCYLARIIRPERTKCST
HePT-2_oT VYGAPITIALHKGFYDFFAIFAGAGYYLGLPFAHSLPHYYHSTFTTIFCLANGILKDISDTEGDIKHHIPTLATITGARKTLIIGT GIHILHHFGCYLARTTRPEATKCST
Consensus  ¥GAPITIALHKGFYDFFAIFAGAGYYLGLPFAHSLPHYYHSIFTTIFCLANGILKDISDTEGDIKNNIPTLATIIGARKTLIIGT GIHILHHFGCYLARTIRPEATKCST

331 340 350 360 370 380 90 400 q10 420 430 440
|

|
HePT=-2  VYIPVHITSALFLLSOVHKTHSYNYESYOSRELYSSLHLYYYYOYILLPFY
HePT-2-GFP  YIPYHITSALFLLSOYHKIHSYHYESYOSRKLYSSLHLYYYYOYILLPFYSRACSLENYSKGEELFTGYYPTLYELDGDYNGHKF SYSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGK
HePT-2_oT-GFP  YIPYHITSALFLLSOYHEIHSYHYESYOSRELYSSLHLYYYYOYILLPFYSRACSLENYSKGEELFTGYYPILYELDGDYHGHKFSYSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGK
HePT-2_oT YIPYHIISALFLLSOYHKIHSYHNYESYASRKLYSSLHLYYYYQYILLPFY
Consensus VIPYHIISALFLLSOVHKIHSYHYESYOSRKLYSSLHLYYYVOYILLPFY, o sierrerenssssssssssosssssssssssesssssssssssnsssssssses

441 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
1 1

HcPT-2
HcPT=-2=GFP LPYPHPTLYTTLTYGYOCFSRYPDHHKOHDFFKSARPEGYYOERTIFFKDDGHYKTRAEYKFEGDTLYNRIEL KGIDFKEDGHTL GHKLEYHYHSHNY Y THADKOKHGIK
HePT-2_oT-GFP LPYPHPTLYTTLTYGYOQCFSRYPDHHKOHDFFKSAHPEGYYQERTIFFKDDGHYKTRAEYKFEGDTLYNRIEL KGIDFKEDGHILGHKLEYHYHSHHYYIHADKOKNGIK

HcPT=-2_oT

CONSEMEUS 1 rrvnersssssssssssssssmnssssssssssssssssessssstsssssssssssetsssstssssssssstontssssssssssststsntsssstssssssssss

551 560 570 580 590 600 610 620 626
1 1

HcPT-2
HePT-2-GFP  YHFKIRHHIEDGSYOQLADHYOONTPIGDGPYLLPDNHYLSTOSALSKDPHEKRDHHYLLEFYTAAGI TLGHDELYK
HcPT-2_oT-GFP YHFKIRHHIEDGSYOLADHYQONTPIGDGPYLLPDHHYLSTASALSKDPHEKRDHHYLLEFYTAAGITLGHDELYK

HcPT-2_oT
CONSEMEUS s iisussssssssssssssssssssssssstssssssstsssststssssssntstssssssstsstsssnsssss

Abbildung 5.18 Ubersicht der Aminosaure-Sequenzen aller klonierten HcPT-2-Konstrukte

5.4.4. Prenyltransferase HpPT-1 und eine Variante

5.4.4.1. Entwurf degenerierter Primer anhand konservierter PT-Motive
Das Gen ,HpPT-1“ war die erste aromatische Prenyltransferase des Sekundarstoffwechsels, die aus der
Art H. perforatum isoliert und kloniert wurde. Weil zu Beginn der Klonierungsarbeiten noch keine DNA-/

(2200 315 Ansatz

RNA-Datenbanken des Echten Johanniskrauts verfligbar waren, wurde zusammen mit MULLER
die PT-ldentifizierung mit degenerierten Oligonukleotiden gewahlt. Dies war moglich, da bei pflanzlichen,
aromatischen Sekundarstoffwechsel-PTs (zumindest Flavonoid-/Homogentisat-PTs) zwei konservierte
Aspartat-reiche Regionen (siehe 5.2.3.1) in den Proteinsequenzen existierten*®**®*. Dieser Information
folgend wurden die Aminosaure-Sequenzen der bekannten Enzyme ,GmG4DT" (BAH22520.1)[176], ,HIPT-1“
(BAJ61049.1)!%® SfG6DT / SFiLDT“ (BAK52291.1/ BAK52290.1)*”*! und ,SfN8DT-1/ SfL17a“ (B1B3P3.1/
BAG12674.1)™” mit den zuvor in unserer AG erarbeiteten PTs ,Contig 290(HcPT-2)“ und ,Contig 339
(HcPT-3)“ durch Alignments verglichen (Abbildung 5.19). Dabei fiel die Entscheidung zu Gunsten dieser PTs
und gegen andere PTs aus Sophora flavescens und Lithospermum erythrorhizon aufgrund der zu grofRen
Ahnlichkeit eben dieser PTs untereinander, wenn sie derselben Stammpflanze entstammten, oder aufgrund

zu grolRer Sequenzahnlichkeit zu PTs des Primarmetabolismus.
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111 —_ 220

1 1

Contig 290{HcPT-2} -—-—KKHDVLMRFLRPFAFYAGSIOFFCYLARRLYDHPOTFKSL-NHTICIKILAYLTSLYCTYFFTSGYHOISDIETDOKINKPDLPLSSGELSTESAHATYHSFLAYSL
Contig_339¢(HcPT=-3) KPPTKKHDVLFRFLRPFAHSTASIOFSTYLTRRLHENPHLFKTLSHLPHFIKIHAYLACIACTCFFTSGIMOIFDYETDKINKPDLPLSTGELSTESAHLHHLSFYATISL
HIPT-1 THYKDFYSYCHEYYRPYTAKGYIICSSCLFGRELLENPHLFSR--—-PLIFRALLGHLAILGSCFY TAGIHOIFDHDIDRIMKPDLPLYSGRISYESAHLLTLSPALIGE

GRGADT  DSYKHYLSAFYHFSYPYTHIGITLCAFSSSLLAYEKLSDI SLSFLIGYLOGYLPOLFIETYLCGYHOLYDLEIDKIHKPHLPHASGOFSFKTGYITSARFLALSF

SFilDT DSIKDALHYFYSFHRPYSATAAAHGATSYSLLAYEKLSDI SLPFFIGHLOAYYFSFIYHIFHCGLHELCOYELDKIHKPHLPLYSGELSFRTGYLIYASSLIHSF

SFHBDT DSYNDALDIFYKFCRPYAHWFTI¥LGATFKSLYAYEKLSDI SLAFFIGHLOYYYAYICIHIFGYGLHOLCDIEIDKIHKPDLPLASGKLSFRHYYIITASSLILGL

SFGEDT DSIKHAFDAFYRFSRPYARIEAALGATSISFLAYEKLSDI SYYFFIGLLOYYYASFFHNIFHCGFHOLCDIEIDKIHKPYLPLASGELSFRHSYLIYASSLHLCF

SfL17a HSYKNALDIFYRFSRPYAAIGAALGATSYSFLAYEKLSDL SLAFYIGHLOXYYASFCHHNIFHCGLHOLCDYEIDKIHEPFLPLASGELSFRTAYLIYASSLINSF

Consensus ,svk,..dvfy %, rP¥a....... A..e5..aweklsdl,, ... sl f.ig.lq.v.eee.... i, G, H#1.0,#iDkIHNKPALPE, sGelS5F, avli,as. 1, . .sf

221 < 330

1 1

Contig_290{HcPT=-2) LAAGALSSHSFLASIFCLLLY=-GGY=-YSIPPFRTKASTYGAPITIALHKGFYDFFAIFAG=-AGYYLGLPFOHSLPHYYHSIFTTIFCLANGILKDISDIEGDIKHNIPTL
Contig_339¢(HcPT-3}> VYIAGALHSYPFLYSHFCLLIY-GAY-YSYPPFRFKASTIGAPITIALHOGFYHFFTHFAG-AGAALGLPFOHSLPHYYHSIFTTIFSTSAGILKDISDYEGDKESHIPTL
HIPT=1 TILILKLHSGPLLTSLYCLAILSGTI-YSYPPFRHKKNPITAFLCILHIHAGLMFSYYYAS=-R-AALGLAFAKSPSFSFITAFITFHTLTLASSKDLSDINGDRKFGYETF

GnGADT  GFTHITGSHPLICHLYYIASSHTAYSIDYPLLRHKRYPFYAAHCHISTHALALPISYFHHHATYYLKRPIGFPRSLGFLYAFHTFYSLGLALSKDIPDYEGDKEHGIDSF

SFilDT GLTLIYGSHPLFHSOFASSLLAAAYSIMLPLLRHEEYPILAATSILTHYAYAYPLGYFLHHOTHYFKRPATFPRPLHFCIAILSLFFYYIALFKDIPDIEGDKKFGYOSL

SFHBDT GFAWIYDSHPLFHTYFISCHYASAYHYDLPLLRHKKYPYLTAINFIADYAYTRSLGFFLHHATCYFKRPTTFPRPLIFCTAIYSIYAIYIALFKDIPDHEGDEKFGIASL

SFGEDT  GLAWIEGSHPLFHGFFYCANLTAAYSIMLPLLRHKKSSHLARINIFYNAGYLRPLGYFLHHOTCYFKRPTTFPRPLIFCHAILSLFFYYIALFKDIPDTEGDKKFGIRSL

SfL17a HLAWYEGSHPLFHAFSYSSYLGAAYSYDHPLLRHKKSPYLARYHILINSATARPLGYFLHIOTRYFKRPPTFPKPHIFCTAIYSLFFYYIALFKDLSDHEGDEKHGIASL

Consensus  ,.8....50pl. s feuvea.s ayY..saPLIRWKk,p. Ha. sieesi@enanas y#.h.qt ,wlkrp. . fp.p..%.af b F. ... al KDisD, $GD k. g! .=l

Abbildung 5.19 Alignment zum Aminosaure-Sequenzvergleich von ausgewdahlten AS-PTs. Rot: hochkonservierte Aminosauren —
inkl. konservierter Domanen nach Heipe™®? und Yazaki et a/.[163]; blau: semikonservierte Aminosauren; —: Position des degenerier-
ten Vorwarts-Primers ,,BIG_DEGEN_FOR"; &: Position des degenerierten Ruckwarts-Primers ,,BIG_DEGEN_REV“

Die beiden degenerierten Primer wurden nicht direkt von den Aminosaure-Sequenzen der beiden Moti-
ve (,,ETD(K/R)INKP*, ,,D(I/L)(P/S)D(I/M/T/V)(E/N)GD") abgeleitet, weil im genetischen Code bis auf Methio-
nin und Tryptophan alle proteinogenen Aminosduren durch mehr als nur ein mogliches Nukleobasen-Tri-
plett codiert werden. Die Oligonukleotide ,,BIG_DEGEN_FOR“ und ,BIG_DEGEN_REV“ wurden stattdessen
anhand der riickiibersetzten Gensequenz als Matrize entworfen, um den Degenerationsgrad in den Primern
moglichst gering zu halten (siehe 3.8). Bei fragwiirdigen Entscheidungen der Primersequenz wurden die in
,Contig 290(HcPT-2)“ und ,,Contig 339(HcPT-3)“ identischen Nukleobasen bevorzugt eingebaut und an Stel-
len, wo theoretisch alle vier Nukleobasen stehen konnten, Desoxyinosin eingesetzt fir die finalen Sequen-
zen mit dem Degenerationsgrad von 256 bzw. 128.

5.4.4.2. Klonierung der Volllénge-PT HpPT-1 fiir Expressionsuntersuchungen

Mit cDNA von H. perforatum-Bliiten als Matrize und den degenerierten Oligonukleotiden konnte
schlieBlich nach mehreren Amplifikationsversuchen mit optimierten Bedingungen in (Touchdown-)Stan-
dard-PCRs ein ca. 400 bp langes cDNA-Fragment vervielfaltigt und detektiert werden. Nach Aufreinigung
der entsprechenden cDNA-Bande, Klonierung und Sequenzierung wurde bestatigt, dass die Primer eine
399 bp lange cDNA-Sequenz aus den Transkripten von H. perforatum extrahiert hatten, welche Ubersetzt
auf Protein-Ebene die gesuchten Motive ,ETDRINKP“ und ,DISDVEGD” innerhalb einer durchgehenden,
sinnvollen Proteinsequenz zeigte. Von diesem bekannten Teilstlick ausgehend wurden zur Verlangerung
GSPs fir die 3-RACE-PCR sowie fir die 5-RACE-PCR entworfen. Die 3-RACE-PCR ergab eine Verldangerung
der CDS um 312 bp bis zu einem Stoppcodon und dariiber hinaus weitere 250 bp bis zur polyadenylierten
Sequenz, so dass hier vom gefundenen 3‘-Ende des Gens und einem Stiick 3-UTR ausgegangen werden
konnte. Untermauert wurde diese Annahme durch die Verknlipfung von Mittelfragment und dem Ergebnis
der 3-RACE-PCR, die in einer durchgehenden Proteinsequenz miindete. Die Suche nach dem 5‘-Ende ergab
nach einigen erfolglosen, optimierungsbedirftigen Klonierungsversuchen schlieflich eine Verlangerung des
urspringlichen Mittelfragments um 522 bp, wobei in 5‘-Richtung nach 486 bp ein ATG vorlag und nach wei-
teren 39 bp ein Stoppcodon, was ein Nachweis des gefundenen 5‘-Endes und der 5-UTR war.

Die Kombination aller drei Einzelstlicke ergab einen theoretischen, zusammenhdngenden ORF, der im
Folgenden mit Primern aus den UTRs heraus (iber die gesamte CDS hinweg in einem Stlick amplifiziert wur-
de. Die Bande von ca. 1.250 bp, die wahrend der Klonierung gefunden wurde, stellte sich nach der DNA-Se-
guenzierung als der gesuchte, 1.182 bp messende ORF ,,HpPT-1“ heraus — codierend fiir ein 393 aa langes
Enzym, das sequenzielle Ahnlichkeiten u.a. zu ,HIPT-1“ zeigte.
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Tabelle 5.8 Ubersicht der HpPT-1-Suche und Verlangerung durch RACE-Klonierungen

Vorhandene Gensequenz
Eingesetzte Matrize
Primer-Paar
PCR-Anwendungen
Klonierungsvektor
Restriktionsverdau mit REs

Plasmid-Insert-Kontrolle

cDNA aus H. perforatum—Bliiten
,BIG_DEGEN_FOR“ und ,,BIG_DEGEN_REV*“
(Touchdown-)Standard-PCRs

pPGEM®-T easy

Verdau mit EcoRl

- DNA-Sequenzierung

Vorhandene Gensequenz
Eingesetzte Matrize

Primer-Paare

PCR-Anwendungen
Klonierungsvektor
Restriktionsverdau mit REs
Plasmid-Insert-Kontrolle

Mittelfragment (399 bp)
Mittelfragment (399 bp) in pGEM®-T easy

,To _PL.V6 3'R1,-2“und ,RACE long und RACE short” /
,To_PL.V6_5'R1, -2, -3“ und ,RACE long und RACE short“
(Touchdown-)Standard-PCRs

PGEM®-T easy

Verdau mit EcoRl

- DNA-Sequenzierung

Vorhandene Gensequenzen
Eingesetzte Matrize
Primer-Paar

PCR-Anwendungen

Klonierungs-/Expressionsvektor

Restriktionsverdau mit REs

Plasmid-Insert-Kontrolle

5-Ende, Mittelfragment, 3‘-Ende (1.182 bp)
cDNA aus H. perforatum—Bliten
,PR.V6_FOR” und ,PR.V6_11.3,19.3”
Proofread-PCR mit T/A-Klonierung
pPGEM®-T easy

Verdau mit EcoRl

- DNA-Sequenzierung

Die Expressionsvorbereitung lief mit dem ,HpPT-1“-tragenden pGEM®-T easy als DNA-Matrize mit der
Proofread-PCR ab. Das gesuchte PCR-Produkt wurde in Expressionsvektoren fiir Hefe- und Insektenzellen
eingebracht und bis zur DNA-Sequenzierung kloniert, um die Identitat von ,HpPT-1“ in den Expressions-
konstrukten zu bestatigen.

Tabelle 5.9 Ubersicht der Klonierung von HpPT-1 zur Expression

Vorhandene Gensequenz HpPT-1 (1.182 bp)

HpPT-1 in pGEM®-T easy
,Tex_for_BamHI“ und ,Tex_rev_Kpnl“
Proofread-PCR

PESC-URA / pFastBac™ 1

BamHI und Kpnl

Eingesetzte Matrize
Expressionsprimer-Paar
PCR-Anwendungen
Expressionsvektoren

Restriktionsverdau mit REs

Iu

Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,, Tex_for_BamHI“ und ,Tex_rev_Kpn

- DNA-Sequenzierung
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5.4.4.3. Verkiirzung des Volllinge-Gens fiir Expressionsuntersuchungen

Wie unter 5.4.3.2 beschrieben wurde ein vorhergesagtes Transitpeptid vom Volllange-Gen ,HpPT-1
entfernt, um die lbrige, eigentliche Enzym-Sequenz zu exprimieren. Der neu abgeleitete, genspezifische Ex-
pressionsprimer band erst nach 213 bp (vom 5-Ende aus gesehen) auf der CDS von ,HpPT-1“, wodurch
71 aa am N-Terminus der PT abgeschnitten und gleichzeitig durch ein artifizielles Startcodon innerhalb der
Primersequenz ersetzt wurden. Das auf diese Weise klonierte PT-Gen ,,HpPT-1_oT“ zahlte 972 bp, jedoch
mit sechs Nukleotid-Unterschieden innerhalb der verbliebenen Sequenz im Vergleich mit der langen Gen-
Version. Auf Protein-Ebene beeinflusste dabei nur ein einziger Nukleobasen-Austausch die Sequenz, indem
an Position 297 des kompletten Gens die Aminosdure Arginin durch Isoleucin ersetzt wurde. Diese Gen-
Variante von ,HpPT-1_oT“ wurde trotz der einen Mutation in INVSc1-Zellen auf Expression und Enzymakti-
vitat untersucht.

Vorhandene Gensequenz HpPT-1 (1.182 bp)

Eingesetzte Matrize HpPT-1 in pESC-URA

Expressionsprimer-Paar ,PTF-1_cut_for“ und , Tex_rev_Kpnl“

PCR-Anwendungen Proofread-PCR

Expressionsvektor pESC-URA

Restriktionsverdau mit REs BamHI und Kpnl

Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,,PTF-1_cut_for“ und ,Tex_rev_Kpnl“
- DNA-Sequenzierung

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

1 I

HpPT-1_oT HSOARAOAOAOANOGITL PATKKNDYLFRFLRPFANSARS
HpPT-1  HDYSSSAFTLSSARSPOITAYSSRSASSKRFGYFYFRSSGTLPSPAFSRRETTCPKLOTHGSHLLKAYPYOSOARAOAOADAQOGITL PATKKHDYLFRFLRPFAHSARS
CONSENSUS oo iiserrsssnssssssrsssssssssssssssssssssnstsssssssssssssssssssssssrssss qSOARAOAOAOANOGITL PATKKHDYLFRFLRPFANSARS
111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

1 1

HpPT-1_oT IQFSTYLTRRLHENPHLFKTLSSLPHFIKIHAYLACTIACTCFFTSGINQTFDIETDRIMKPDLPLSTGELSIDSAHLHHLSFYATSLYTAGALNSYPFLIFHFGLLTYGA
HpPT-1 IOFSTYLTRRLHENPHLFKTLSSLPHFIKIHAYLACTACTCFFTSGINAIFDIETDRINKPOLPLSTGELSIDSAHLHHLSFYATISLYIAGALNSYPFLYFNFGLLIYGA
Consensus TOFSTYLTRRLHENPHLFKTLSSLPHFIKIHAYLACIACTCFFTSGINAIFDIETDRIMKPDLPLSTGELSIDSAHLHHLSFYATSLYTAGALNSYPFL !FHFGLLTYGA

221 230 240 250 260 270 280 290 300 ea L1} 320 330

1 1

HpPT-1_oT ¥YSYPPFRFKASTIGAPATIAFHOGFYHFL THFAGAGAALGLPFOQHSPPIYYHATFTTIFSTSOGILKDISDYEGDIESHIPTLATKIGYKKTLHLGYGIHILHHLGHYL
HpPT-1 YYSYPPFRFKASTIGAPATIAFHOGFYHFLTHFAGAGAALGLPFOHSPPTVYHALF TTIFSTSAGILKDISDYEGDRESHIPTLATKIGYKKTLHLGYGIHIL HHLGHYL
Consensus  VYSYPPFRFKASTIGAPATIAFHOGFYHFLTHFAGAGAALGLPFOHSPPIVYHATF TTIFSTSOGILKDISDVEGDrESHIPTLATKIGYKKTLHLGYGIHILHHLGHYL

331 340 350 360 370 380 390393

1 1

HpPT-1_oT AALIRPT¥LKSSIHIPAHIIGALYYIHOAMKITOINYEPTOSRKLYFSHHRSYYLOFITLPFL
HpPT-1  ARLIRPTYLKSSIHIPAHIIGALYVIHOAHKITOINYEPTASRKLYFSHHRSYYLOFITLPFL
Consensus AALIRPTYLKSSIHIPAHIIGALYYIHOAMKITAINYEPTOSRKLYFSHHRSYYLOFITLPFL

Abbildung 5.20 Ubersicht der Verkiirzung — Klonierung von HpPT-1_oT (oben) sowie Aminosiure-Sequenzvergleich von urspriingli-
cher HpPT-1 und neu klonierter, verkiirzter HpPT-1_oT (unten). Blaue Kleinbuchstaben im Consensus: Abweichende Aminosauren
im Protein-Alignment

5.4.5. Prenyltransferase HpPT-2

Das MPGR-Transkript ,hpa_locus_9259“ (Lange: 1.275 bp) enthielt eine zusammenhangende CDS fir
eine putative PT, auf die direkt Expressionsprimer zur Bestadtigung dieser Gensequenz entworfen wurden
und die mittels Proofread-PCR als kompletter ORF bestatigt werden konnte. Das 1.176 Nukleotide messen-
de Gen ,,HpPT-2“ ergab Ubersetzt ein sinnvolles, PT-dhnliches Protein, das sich durch zwei Aminosaure-Aus-
tausche (Abbildung 5.21) aufgrund zweier Gen-Mutationen an Position 148 (C statt T) und 694 (T statt A)
von der Ursprungssequenz unterschied.
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Vorhandene Gensequenz hpa_locus_9259 (1.275 bp)
Eingesetzte Matrize cDNA aus H. perforatum-Bliiten / -Knospen /
HpPT-2 in pGEM®-T easy
Expressionsprimer-Paar ,9259_for_BamHI” und ,,9259_rev_Kpnl“
PCR-Anwendungen Proofread-PCR (mit T/A-Klonierung)
Klonierungs-/Expressionsvektor pPGEM®-T easy / pFastBac™ 1
Restriktionsverdau mit REs EcoRl / BamHI und Kpnl
Plasmid-Insert-Kontrolle Verdau mit EcoRl /
Standard-PCR mit ,,9259 for_BamHI|” und , 9259 rev_Kpnl“
- DNA-Sequenzierung

1 10 20 0 40 50 60 0 a0 90 100 110

1 1

hpa_locus_9259 HAFSPLLSSSTRLSALCTFERSHSSFALHYKDISKRELHSAPYPKITIOIFPITKLHPPIFCFSHHRPSEHYHRYHFHPKODEPDRSHTELERKPFYDYLHRFTKPYVLYT
HpPT-2 HAFSPLLSSSIRLSALCTFERSHSSFALNYKDISKRKLHSAPYPKITATLPTIKLHPPIFCFSHHRPSEHYHRYNFHPKADEPDRSHTELERKPFYDYLHRFTKPYYLYT
Consensus  HAFSPLLSSSTRLSALCTFERSHSSFALNYKDISKRKLHSAPYPKIIOL1PITKLHPPIFCFSHHRPSEHYHRYHFHPKODEPDRSHTELERKPFYDYLHRFTKPYVLYT

111 120 130 140 150 160 120 180 190 200 210 220

1 1

hpa_locus_9259 IGIGYICYTARTHFEHRHLIGHSOLLKASGGLYALSSYYCYLHATHOIFDYETDKINKPDSPIASGEHSLELAHRLTITYSYIALYLYGYLKHEPLAYSTYALYLLGTIY
HpPT-2 IGIGYICYTARTHFENRHLIGHSOLLKASGGLYALSSYYCYLHATHOIFDVEIDKINKPDSP IASGENSLELAHRLTITY SYTALYLYGYLKHEPLAYSTIYALYLLGTIY
Consensus IGIGYICYTARTHFENRHLIGHSOLLKASGGLYALSSYYCYLHAINOIFDYEIDKINKPDSPIASGENSLELAHRLTITYSYIALYLYGYLKHEPLAYSIYALYLLGTIY

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

1 I

hpa_locus_9259 SYPPFSHKRSTHGAIIYSALGAGYYTTLYSSSARRASLGLPFYIGHPLSFLSIFLTLHCSAYATIIKDLSDIDGDRKHKYPTLTARIGYRNATFLATGIISYHYIGATAAR
HpPT-2  SYPPFSHKRSTLGATIYSALGAGYYTTLYSSSARRASLGLPFYIGHPLSFLSIFLTLHCSAYATTKDLSDIDGDRKHKYPTLTAAIGYRNATFLATGITSYHYIGATAAR
Consensus  SYPPFSHKRSTHGAIIYSALGAGYYTTLYSSSARRASLGLPFYIGHPLSFLSIFLTLHCSAYATIIKDLSDIDGDRKHKYP TLTARIGYRNATFLATGIISYNYIGATAAR

33 340 350 360 370 380 391

1 I

hpa_locus_9259 ITFHPOIFRHSYSTIPAHAILSLCLIYQAHKLDKGHYKKEESYEFYOFVFELHFREYILFLFT
HpPT-2 IFHPOIFRHSYSIPAHAILSLCLIYOAHKLDKGHYKKEESYEFYOFVFKLHFREYILFLFL
Consensus  IFHPOIFRHSYSIPAHAILSLCLIYOAMKLDKGNYKKEESYEFYOFYFKLHFREYILFLFI

Abbildung 5.21 Ubersicht der Klonierung von HpPT-2 zur Expression (oben) sowie Aminosiure-Sequenzvergleich von klonierter
HpPT-2 und vorliegendem Transkript (unten). Blauer Kleinbuchstabe/rotes Sonderzeichen im Consensus: Unterschiedliche Amino-
sauren im Protein-Alignment

5.4.6. Prenyltransferase HpPT-3

Die Klonierung dieser PT ging vom MPGR-Transkript ,hpa_locus_4472“ (Lange: 1.390 bp) aus, das mit
groflen FPKM-Werten in Blitenbestandteilen hoch exprimiert war, jedoch als Transkriptom-Sequenz selber
aufgrund von fehlerhaftem Zusammenbau aus kiirzeren Fragmenten zu keiner sinnvollen Proteinsequenz
flhrte. Ein 687 bp langer, zusammenhangender Bereich codierte fiir ein Mittelfragment ohne beide Gen-
Enden, das aber beide konservierte Motive aromatischer Sekundarstoffwechsel-PTs aufwies. Ein weiteres
Teilstlick des Transkripts zeigte in einem anderen Leserahmen ein mogliches 3‘-Ende, das es zu beweisen
galt (Abbildung 5.22). Mittels RACE-PCRs wurde zuerst das vermutliche 3‘-Ende als das tatsachliche Gen-
Ende identifiziert (Verldangerung um 282 bp bis zum Stoppcodon plus 138 bp 3‘-UTR bis zum polyadeny-
lierten Sequenzende). Dann wurden vielfache Versuche unternommen das 5‘-Ende durch 5-RACE-PCR zu
entdecken. Da letztlich dank diverser Protokoll-Abwandlungen ein 5‘-Ende gefunden wurde, dieses jedoch
mit einem erneuten Leserahmen-Wechsel zwischen dem Startcodon und dem restlichen Genstlick einher-
ging, wurde zunachst das Genfragment zwischen dem enthiillten 5-UTR (77 bp vor dem ATG) und den riick-
warts gerichteten 5-RACE-Primern amplifiziert und untersucht. Dadurch konnte im Endeffekt der durch-
gehende ORF aufgedeckt werden, und nach Bestatigung des 5-Endes (210 bp Mittelstlick-Verlangerung bis
zum Startcodon) wurde mit Expressionsprimern die vollstindige CDS ,,HpPT-3“ (1.185 bp) kloniert. Das
394 aa lange Protein zeigte im Vergleich zum Ubersetzten Transkript sechs Aminosdure-Austausche, bedingt
durch neun variierte Nukleobasen im Gegensatz zum abzugleichenden Transkript.

93

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



5 | Ergebnisse

hpa_locus_4472{LR3}
HpPT-3
hpa_locus_dd72{LR2}
Consensus

hpa_locus_4472{LR3}
HpPT-3
hpa_locus_dd72{LR2}
Consensus

hpa_locus_4472{LR3}
HpPT=-3
hpa_locus_4472{LR2}
Consensus

hpa_locus_4472{LR3}

HpPT=-3

hpa_locus_4472 {LR2}
L.

Vorhandene Gensequenz hpa_locus_4472 (1.390 bp)
Eingesetzte Matrize cDNA aus H. perforatum—Bliten
Primer-Paare ,4472 forl, -2” und ,RACE long und RACE short“ /

,4472 revl, -2“ und ,,RACE long und RACE short”
PCR-Anwendungen (Touchdown-)Standard- / Proofread-PCR mit T/A-Klonierung
Klonierungs-/Expressionsvektor pPGEMP®-T easy

Restriktionsverdau mit REs -

Plasmid-Insert-Kontrolle Verdau mit EcoRl

- DNA-Sequenzierung

Vorhandene Gensequenz hpa_locus_4472 (1.390 bp)
Eingesetzte Matrize cDNA aus H. perforatum—Bliten
Primer-Paare ,PT4472 F1,-F2” und ,4472_revl, -2”
PCR-Anwendungen (Touchdown-)Standard-PCRs
Klonierungsvektor PGEM®-T easy

Restriktionsverdau mit REs -

Plasmid-Insert-Kontrolle Verdau mit EcoRl

- DNA-Sequenzierung

Vorhandene Gensequenzen 5-Ende, Mittelfragment, 3-Ende (1.185 bp)
Eingesetzte Matrize cDNA aus H. perforatum—Bliten
Expressionsprimer-Paar ,PT4472_F EX“und ,PT4472_R_EX”
PCR-Anwendungen Proofread-PCR (mit T/A-Klonierung)
Klonierungs-/Expressionsvektor pPGEM®-T easy / pFastBac™ 1
Restriktionsverdau mit REs —/ BamHI und Kpnl
Plasmid-Insert-Kontrolle Verdau mit EcoRl /

Standard-PCR mit ,PT4472_F_EX“und ,PT4472_R_EX”

- DNA-Sequenzierung

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
1 1

HEISRLPSSALRFSDYRTFHOTFASPHHTIKHLGAYKCSOIRPFRIEFFSEERFSGHS THGSHSLKAYLYKAOTOOTEATISFFERGEKPEHPRKSERILRFLRPFPYYFS
AOTOOTEAISFFERGEKPEHPRKSERILRFLRPFPYIFS
rttttrteee s ettt s s srsrrrtsrrsrannnnsrrrrrrrerssssssssssDiigibeaisffergekpehprkseailrflrpfpy.fs

111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
1 |

Y¥LOFSSILARLYHYETPHYHOHTHHSHF IKILARF TSTACSHIYARAIHOIFDIETOKINKPYLPLCTGETSTESAHLHYHGLYATSLLHAGTLSSLPFLAFSFCSLLLG
¥LOFSSILARLYHYETPHYHOHTHHSHY IKILARF TSIACSHIYARAIHOIFDIETOKINKPYLPLCTGETSTESAHLHYHGLYATSLLHAGTLSSLPFLAFSFCSLLLG
vlqfssilarlvnvetphvugqubnusn, ikilaaftsiacsniyaaainqifdietdkinkpylplctgeizsiesawlnvnglvatsllnagtlsslpflafsfeslllyg

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
1 1
GDKKHHIPTYATIIGARRTLLIGLGILIYHHLYAR
SLYSIPPFRTKASTFGAPITLSHHTGAIOIC THLTGAOAYLGYPFRASSTSYFISIYSSIFSLSHGIVKDIPDYEGDKKNHIPTYATIIGARRTLLIGLGIL I¥YHHLYAT
SLYSIPPFRTKASTFGAPITLSHHTGAIAOIC THLAGANAYLGYPFRHSSTSYFISIYSSIFSLSHGIVKDIPDYEGDKK
slysippfrtkastfgapitlsnntgaiqictnl, gaqavlgvpfrasstevfisiyssifslsngivkdipdveGDEKnniptvatiigarrtlliglgilivnhlva,

331 340 350 360 370 380 330 394

1 1
LLSLTHPKYCKSSTHLPYHILTYLFSLYEGHKHDKAMYEETOSHKSYLSFLGYYLYATLLFPFT
LLSLTHPKYCKSSTHLPYHILTILFSLYEGHKHDKANYEETOSHKSYLSFLAYYLYATLLFPFI

1lszltnpkvckssinlpyhilt , 1fslyegukndkanyeet qsnksylsfl, vylvqt 11fpfi

Abbildung 5.22 Ubersicht der Transkript-Verldngerung durch RACE-PCR und Klonierung von HpPT-3 zur Expression (oben) sowie
Aminosaure-Sequenzvergleich von klonierter HpPT-3 mit vorliegendem Transkript (in zwei unterschiedlichen Leserastern; unten).

LR: Leseraster; schwarze Buchstaben: Unterschiedliche Aminosduren im Protein-Alignment

5.4.7. Prenyltransferase HpPT-4

Mit Hilfe der Sequenz ,hpa_locus_8393“ aus dem MPGR-Transkriptom wurde die nachste PT entdeckt

und isoliert. In der 1.587 bp langen cDNA-Sequenz, exprimiert in Bliten und Blattern von H. perforatum,

fanden sich die beiden typischen Aspartat-reichen Motive und ein wahrscheinlicher N- und C-Terminus ei-

ner PT, wobei beide Enden in verschiedenen Leserastern auftauchten (Abbildung 5.23). Unvorteilhafter
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Weise ergab die cDNA keinen vollstandigen ORF und codierte somit auch nicht fir eine sinnvolle Protein-
sequenz, was vermutlich durch einen fehlerhaften Fragment-Einbau ins Transkript beim Erstellen der Da-
tenbank ausgeldst wurde. Da jedoch beide vermutlichen Gen-Enden eindeutig identifiziert waren und nur
die Verbindung der beiden sich teilweise iberlappenden ORF-Teilstlicke (198 bp und 1.059 bp) unentdeckt
war, wurde letztlich mit Erfolg versucht, das 1.146 bp messende Gen ,HpPT-4“ direkt mit Expressions-
primern aus cDNA zu klonieren. Die finale DNA-Sequenzierung enthllte ein 28 Nukleotide langes Insert
zwischen den urspriinglichen Fragmenten mit Start- und Stoppcodon, was zu der urspriinglichen Raster-
verschiebung geflihrt hatte. Darliber hinaus gab es zusatzlich 16 Nukleobasen-Austausche in der CDS, was
zu 5 aa Unterschied im Genprodukt fiihrte.

Vorhandene Gensequenz hpa_locus_8393 (1.587 bp)

Eingesetzte Matrize cDNA aus H. perforatum—Bliten

Expressionsprimer-Paar »hpa_8393 for” und ,hpa_8393_rev”

PCR-Anwendungen Proofread-PCR

Expressionsvektor pFastBac™ 1

Restriktionsverdau mit REs BamHI und Xhol

Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,hpa_8393 for” und ,hpa_8393 rev”
- DNA-Sequenzierung

1 10 20 30 40 50 51 70 80 90 100 110

1 1

hpa_locus_8393{LR2) ACSEAGASGSDPYSKKYYDFRDACHRFLRPHTIRGTTLGSTALYA

HpPT-4 HELSIFPSSLRYNPSRLPSSTLEANPPIGPPYFKFRRLTYSASLGGLRASRSCSSSRRYRPCSIRACSEAGASGSDPYSKKIYDFRDACHRFLRPHTIRGTALGSTALYA
hpa_locus_8393{LR1} HELSIFPSSLRYIPSRLPSSTLEAHNPPIGPPYFKFRRLTYSASLGGLRAGRSCSSSRRYRPCSIR

Consensus nelsifpsslrv,psrlpsstleanppigppvfkfrrlivsaslgelra.rscsssrryrpesiracseagasgsdpvskk ., vdfrdacwrflrphtirgt , lgstalva

111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

1 1

hpa_locus_8393{I R2) RALIENPHLIRHSLYLKALSGLLALICGHGY IYGINOIYDIGIDKYHKPYLPIAAGDLSYOSAHLLYILFAYAGYLIVGYHFGPFITKLY TFGLFLGTIYSYPPFRHKRF

HpPT-4 RALIEHPHLIRHSLYLKALSGLLALICGHGYIVGIMOIYDIGIDKYHKPYLPIAAGDLSYOSAHLLYILFAYAGYLIYGYNFGPFITKLY TFGLFLGTIYSYPPFRHKRF
hpa_locus_8393{LR1}

Consensus ralienphlirwslvlkalsgllalicgngyivegingiydigidkvnkpylpiaagdlsvqsawllvilfavagvlivevnfegpfitklytfelflgtiysvppfrakrf

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

1 1

hpa_locus_8393(LR2> AYVYAFLIIATYRGFLLHFGYYHATRAALGLPFYHSSPYAFITSFYSLFALYIAITKDLPDYEGDRKFOISTLATTLGYRNIAFLGTGLLLLNYYGAILARIYHPOAFRRS

HpPT-4 AIYAFLIIATYRGFLLHFGYYHATRAALGLPFYHSSPYAFITSFYSLFALYIATITKDLPDYEGDRKFOISTLATTLGYRNIAFLGTGLLLLNYYGAILAATYHPOAFRRS
hpa_locus_8393{LR1}

Consensus a,vafliiatwrgfllnfgvyhatraalglpfvwsspvafitsfvslfalviaitkdlpdvegdrkfqistlatblgerniaflgbgll]llnyvgailaaiynpgafrrs

In 340 350 360 370 381

1 1

hpa_locus_8393¢LR2} LHIPAHSILALCLIFOAHALEQANYTKERLSAFYRFIHHLFYAEYALFPFL

HpPT-4 LHIPAHSILALCLIFOAHALEQANY TKERISAFYRFIHHLFYAEYALFPFT
hpa_locus_8393{LR1}

Consensus lnipahsilalclifqawaleqanytkeaisafyrfivwnlfyaeyalfpfi

Abbildung 5.23 Ubersicht der Sequenzbestitigung und Klonierung von HpPT-4 zur Expression (oben) sowie Aminosdure-Sequenz-
vergleich von klonierter HpPT-4 mit nutzlichem Transkript-Bereich (in zwei verschiedenen Leserastern; unten). LR: Leserater;
schwarze Buchstaben: Unterschiedliche Aminosduren im Protein-Alignment

5.4.8. Prenyltransferase HpPT-5

Das fast vollstandige PT-Gen ,,Contig10745“, das 3.031 Nukleotide lang war und 1.196 bp einer durchge-
henden CDS beinhaltete (beide konservierte PT-Motive und den C-Terminus), wurde als Matrize fir die
5‘-RACE-PCR eingesetzt in der vergeblichen Hoffnung durch (Touchdown-)Standard- und Proofread-PCR das
5‘-Ende zu identifizieren. Der Erfolg stellte sich erst ein, als durch die Transkriptom-Analyse (siehe 5.2.2) das
zu ,,Contig10745“ passende Transkript ,,ctg038903“ mit moglichem 5‘-Ende entdeckt wurde. Durch Kombi-
nation beider Genfragmente entstand ein putativer ORF, der in der nachfolgenden Klonierung auch direkt
in einem Stlck bestatigt werden konnte. ,,HpPT-5“ malR 1.236 bp (sieben Nukleotide Unterschied zu den
Transkripten), d.h. das Ubersetzte Protein von 411 aa Lange wich letztlich durch fiinf Aminosadure-Austau-
sche von den Transkriptom-Sequenzen ab.
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Vorhandene Gensequenzen Contig10745 (3.031 bp) / ctg038903 (209 bp)

Eingesetzte Matrize cDNA aus H. perforatum-Bliten

Expressionsprimer-Paar ,10745_BamHI_for” und ,, 10745_Kpnl_rev”

PCR-Anwendungen Proofread-PCR

Expressionsvektor pFastBac™ 1

Restriktionsverdau mit REs BamHI und Kpnl

Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,10745_BamHI_for” und ,, 10745_Kpnl_rev”
- DNA-Sequenzierung

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 0 100 110

1 1

Contigl0745 TARILRLPSSKKSFLFPHRATYCHPKLKCPYAYIPLSRYHSOSHSSKLFYOPKKSFPEDAPYYADYGRKTIF STKGAHRNGDHOVYRADKFDLTKIL

HpPT-5 HELSRTSSSFYEYSTARILRLPSSKKSFLFPHRARSCHPKLKCPYYYIPLSRYHSOCHSSKLFYQPKKSFPEDAPYYADYGRKTIFSTKGAHRHGDHOYRADKFDLTKIL
ckg038903 HELSRTSSS5FYEYSTARILRLPSSKKSFLFPHRATYCHPKLKCPYYYIPLSRYHSOCHSSKLFY

Consensus nelsrtsssfveysTARILELPSSKKSFLFPHRALYCHPKLECPYvYIPLSRYHSOcHSSKLFYqpkksfpedapywadygrkbif stkganrngdhqvradkfdlekil

111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

1 1

Contigl0745 GLADLLYRFIRSYYYYGTLYGFAGTYTRTHHENAHLIKYSHHTLPIKAYYYLIALLCEDCYTSGINQIYDLEIDKINKPYLPYASGELSLOSAHILTISSLYIGYTIVGL

HpPT-5 GFADLYYRFIRSYYYYGTLYGFAGTYTRTHHENAHLIKYSHHTLPIKAYYYLIALLCEDCYTSGIMOIYDLEIDKINKPYLPYASGELSLOSAHILTISSLYIGYTIVGI
ckg038903

Consensus g,adl,vrfirsyvwygtlvgfagtvbrtunenahlikvsnutlpikavevliallcedeytsgingiydleidkinkpylpvasgelslgsawiltisslvigvbivgi

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

1 1

Contigl0745 LKSGHLFAYILCHFYLASIYSYPPFYTKRSTIGAILTCASHRGYYFALGLSARARAILGLPFALSTPYTFHATFSTLFSYYIGFHKDLSDLEGDKACHYPTLASIHGPRK

HpPT-5 LKSGHLFAYILCHFYLASIYSYPPFYTKRSTIGAILTCASHRGYVFALGLSARARAILGLPFOLSTPYTFHATFSTLFSYYIGFHKDLSDLEGDKOCHYPTLASIHGPRK
ckg038903

Consensus lksgulfayilchfvlasiysvppfytkrstigailtcasnrgyvfalglsaaarailglpfqlstpyvtfnabfst1lfsvvigfnkdlsdlegdkgenvptlasihgprk

7 340 350 360 320 380 390 400 q11

1 1

Contigl0745 IAFLGFGSHLLIYAGAIATAIFHPRYFRCSYHIPAHILLASCLILOAHKLDKANYSKEASOKFYOFTHKLLSAEFIIFPFL

HpPT-5 IAFLGFGSHLLIYAGAIARAIFHPRYFRCSYHIPAHILLASCLTLOAHKLDKANYSKERSOKFYOF THKLLSAEFIIFPFI
ckg038903

Consensus iaflgfgenlliyapaia.aifmprefresvnipahillasclilqavkldkanyskeasqkfygftukllsaefiifpfi

Abbildung 5.24 Ubersicht der Volllinge-Sequenzbestitigung und Klonierung von HpPT-5 zur Expression (oben) sowie Aminoséure-
Sequenzvergleich von klonierter HpPT-5 mit vorliegenden Transkript-Daten (unten). Schwarze Buchstaben: Unterschiedliche Ami-
nosauren im Protein-Alignment

5.4.9. Prenyltransferase HpPT-6

Aus den beiden ca. 900 bp langen cDNA-Fragmenten , hpa_locus_15746“ und ,Singlet16042“ liel sich
wahrend der Transkriptom-Analyse (siehe 5.2.2) ein weiteres putatives PT-Gen zusammensetzen, das als
Protein alle typischen Merkmale einer AS-PT mitbrachte (siehe 5.2.3). Von dieser Sequenz ausgehend wur-
de der vollstéandige ORF ,,HpPT-6“ (1.176 bp) kloniert, der sowohl sieben Nukleobasen-Austausche als auch
den Einschub drei zusatzlicher Nukleotide (TTC) an Position 102—104 aufzeigte — und sich somit durch letzt-
lich funf unterschiedliche Aminosduren sowie ein zusatzliches Serin von der vorhergesagten Proteinsequenz
abgrenzte (Abbildung 5.25).
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hpa_locus_15746
HpPT-6
Singlet16042
Consensus

hpa_locus_15746
HpPT-6
Singlet16042
Consensus

hpa_locus_15746
HpPT-6
Singlet16042
Consensus

hpa_locus_15746
HpPT-6
Singlet16042
Consensus

Abbildung 5.25 Ubersicht der Volllinge-Sequenzbestitigung und Klonierung von HpPT-6 zur Expression (oben) sowie Aminoséure-
Sequenzvergleich von klonierter HpPT-6 mit vorliegenden Transkript-Daten (unten). Schwarze Buchstaben: Unterschiedliche Ami-

Vorhandene Gensequenzen hpa_locus_15746 (954 bp) / Singlet16042 (894 bp)

Eingesetzte Matrize cDNA aus H. perforatum-Bliten

Expressionsprimer-Paar ,15746_BamHI_for” und , 15746_Xhol_rev”

PCR-Anwendungen Proofread-PCR

Expressionsvektor pFastBac™ 1

Restriktionsverdau mit REs BamHI und Xhol

Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,15746_BamHI_for” und ,, 15746_Xhol_rev”
- DNA-Sequenzierung

1 10 20 30 40 50 60 0 a0 90 100 110
1 I
HETFRFPSSALRLSDYRSROTYASPLHTLOSGIS-KPISKYSPIRPTRIESTFGKTCSSTRT THRTHLLKAFPYKAHAQEAOGOAKSHLGKNSDATHRFLRPFPYIATLI
HETFRFPSSALRLSDYRSROIVASPLHTFOSGISSRPISKYSPIRPTRIESTFGKTCSSTRT THRTHLLKAFPYKAHAGEQOGOAK SHLGKNSDATHRFLRPFPYIATLY

netfrfpssalrlsdvrsrqivasplht .qsgis. .piskyspirptriestfgktcsstribnrthllkaf pvkahaqeqqgqakshlgknsdaivreflrpfpyiatl,

111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
1 1
OFSSFIARLAYENPHTFOHSHHSHLAKAFHYF TSLSCARYYATGYNOIFDIETOKINKPHLPLCSGEY SHESAHLHYHSF YAISLLARGTYHSYPFLALHALLLLYASSY
OFSSFIARLAYENPHTFOHSHHSHLAKAFHYF TSLSCANYYATGYNOIFDIETOKINKPHLPLCSGEY SHESAHLHYHSF YAISLLARGTYHSYPFLALNALLLLYASSY

ESTHLHYHSFYAYSLLARGTYHSYPFYALNALLLLYASSY
qf ssfiarlavenpntfqusnusnlakafneftslscanvyatgvngifdietdkinkphlplesgevsnESaHLHYHSFYA ! SLLARGTYHSYPFLALNALLLLYASSY

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
1 1
SIPPLRAKASTFGAP IYHSHLDGSYQFLATFAGGYAALGLPFQHSLPHYFHHTFSSIFFFSHGILKDIPDIEGDRKTHI

SIPPLRAKASTFGAP IYHSHLDGSYOFLATFAGGYAALGLPFAHSLPHYFHHTFSSTFFFSHGILKDIPDIEGDRKTHIPTIATITGARKTLLIAL GHILL THFGGYLYA
SIPPLRAKASTFGAP IYHSHLDGSYAFLATFAGGYAALGLPFAHSLPHYFHHTFSSIFFFSHGILKDIPDIEGDRKTHIPTIATITIGARKTLLIAL GHILLIHFGGYLYA
SIPPLRAKASTFGAPIYHSHLDGSYOFLATFAGGYAALGLPFAHSLPHYFHHTFSSIFFFSHGILKDIPDIEGDRKTHIptiatiigarkt1lialgnillihfggvlva

7 340 350 360 320 380 91
1 1

LHKPEYFKSHINIPAHITSITYETYORHKHORANYEATOSHKIYYSIIAYYLVOTILLFPFL
LHKPEUFKSNIHIPHHIISII?EIYQHHKHDRHNYEHTQSLKTY?SIIH??L?QILLFPFI
1nkpevfkeninipahiiziiyeiygqavkndranyeatqs k. yveiiavylygqillfpfi

nosauren im Protein-Alignment

5.4.10. Prenyltransferase HpPT-7

Aus dem 1KP-Transkriptom wurde mit der cDNA , scaffold-BNDE-2095043“ eine 1.317 bp lange Sequenz
gewonnen, die wahrend der Transkriptom-Analyse in verschiedenen Abgleichen mehrfach als vollstandiger
ORF einer PT bestatigt wurde. Daher wurde der direkte Ansatz gewadhlt, mit Expressionsprimern die Voll-
lange-Klonierung anzugehen, was nach mehreren Modifizierungen am Protokoll in dem Gen ,,HpPT-7“ re-
sultierte. Diese PT war wie die CDS im zu Grunde liegenden Transkript 1.227 Nukleobasen lang, auf DNA-
sowie folglich auch auf Protein-Ebene absolut identisch zur vorgegebenen Datenbank-Sequenz und codierte

flr ein 408 aa langes Protein.

Tabelle 5.10 Ubersicht der Sequenzbestatigung und Klonierung von HpPT-7 zur Expression

Vorhandene Gensequenz scaffold-BNDE-2095043 (1.317 bp)
Eingesetzte Matrize cDNA aus H. perforatum—Bliten
Expressionsprimer-Paar ,2095043_BamHI_for“ und ,,2095043_Xhol_rev“
PCR-Anwendungen (Touchdown-)Proofread-PCR
Expressionsvektor pFastBac™ 1
Restriktionsverdau mit REs BamHI und Xhol
Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,pFB1_Seq_for“ und , 2095043 Xhol_rev“/
,2095043_BamHlI_for“ und ,,pFB1_Seq_rev”
- DNA-Sequenzierung
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5.4.11. Prenyltransferase HpPT-8

Ebenfalls aus dem 1KP-Transkriptom stammte die 1.285 Nukleobasen lange cDNA ,scaffold-BNDE-
2013053“ — mit einem 1.170 bp messenden ORF, der in der Transkriptom-Analyse mehrfach als vollstandige
PT verifiziert wurde. Mit Expressionsprimern wurde die Volllange-Klonierung von Start- bis Stoppcodon des
Gens initiiert, und nach leichten Abdanderungen der Standardbedingungen wurde die zusammenhangende,
vollstandige PT-Sequenz ,,HpPT-8“ erhalten. Die Ahnlichkeit zum oder gar die Identitit des urspriinglichen
Transkripts konnte in diesem Fall nicht nachgewiesen werden, da sich zwar die auf das Transkript entworfe-
nen genspezifischen Primer wie geplant anlagerten, jedoch eine andere als die erwartete PT-Sequenz am-
plifizierten. In der DNA-Sequenzierung wurde ein 1.182 bp langer ORF enthiillt, der zwischen den Regionen
der verwendeten Oligonukleotide insgesamt 101 ausgetauschte Nukleobasen sowie einen zusammenhan-
genden, 12 bp langen Einschub an Position 221-232 aufwies. Fiir das Ubersetzte Protein bedeutete dies
eine Aminosaure-Sequenz, die sich nicht nur durch 42 aa im codierten Bereich unterschied (ca. 89% Se-
guenzahnlichkeit), sondern auch vier Aminosauren langer war als die vom Transkriptom vorhergesagte Se-
quenz (Abbildung 5.26). Somit blieb festzuhalten, dass erfolgreich das Gen einer weiteren AS-PT isoliert
wurde, es sich aber weder um das gesuchte Transkript noch um eine Isoform dessen handeln konnte, weil
dafiir zu groRe Sequenzunterschiede vorlagen.

Vorhandene Gensequenz scaffold-BNDE-2013053 (1.285 bp)

Eingesetzte Matrize cDNA aus H. perforatum—Bliiten

Expressionsprimer-Paar ,»,2013053_BamHI_for“ und ,,2013053_Xhol_rev“

PCR-Anwendungen Proofread-PCR

Expressionsvektor pFastBac™ 1

Restriktionsverdau mit REs BamHI und Xhol

Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,,2013053_BamHI_for“ und ,,2013053_Xhol_rev“
- DNA-Sequenzierung

1 10 20 30 40 50 60 0 a0 90 100 110

1 1

scaffold-2013053 HDVSSAAF TLSRYRSPOIYACTSRSISGKRFGYSDFPSSGTLPRLAFSRRETTCPKLLTHGSHLLKAYPYO-—--AOYHGOAEQGT IKLATKKHDYLF RFLSPFAHSARS
HpPT-8 HDYSSAAFTLSSARSPOITAYSSRSTSSKRFGYFDFRSSGTLPSHAFSRRETTCPKLOTHGSHLLKAYPYOSAARAOYORNAOOGTHLPATKKNDYLFRFLRPFAHSARS

Consensus  HDYSSAAFTLSraRSPOI! AcsSRSiSgKRFGYFDFrSSGTLPrhAFSRRETTCPKLqTHGSHLLEAYPYA, .,  AOVqaOA#0GT i11ATKKHDYLFRFL-PFAHSARS

111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

1 |

scaffold-2013053  IOFSHYLTRRLHENPHLFRTHSSLPYFIKIHAYLACYACTCFFTSGINOIFDIETDKINKPYLPLSTGELSIDSAHLHAL SFYATSLYIAGALHSYPFLYFHFHLLIVGA
HpPT=-8 IOFSTYLTRRLHENPHLFKTLSSLPHFIKIHAYLACIACTCFFTSGINQIFDIETDRINKPDLPLSTGELSIDSAHLHHLSFYAISLYIAGALNSYPFLIFHFGLLIVGA

Consensus IOFSnYLTRRLHENPHLFrT$55LPnFIKIHAYLAC! ACTCFFTSGINQIFDIETDr INKPALPLSTGELSIDSAHLHALSFYAISLYIAGALNSYPFL !FHFgLLIVGA

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 3320

1 1

scaffold-2013053 YYSYPPFRFKASTIGAPITIGLHAGF YHFL THFAGAGARLGLPFOHSSPITYHALF TTIFSISAGILKDISDYEGDKESHIPTLATKIGYKKTLLLGYGIHILHHLGHYL
HpPT-8 YYSYPPFRFKASTIGAPTTIAFHOGFYHFLTHFAGAGAALGLPFOHSPPIVYHALF TTIFSTSAGILKDISDVYEGDIVSHIPTLATKIGYKK TLHLGYGIHILHHLGHYL

Consensus YYSYPPFRFKASTIGAPiTIalHAGFYHFLTHFAGAGARLGLPFAMSPPT ! YHALFTTIFSiSAGILKDISDYEGDieSHIPTLATKIGYKKTLELGYGIHILNHLGHYL

331 340 350 360 370 380 390333

1 1

scaffold-2013053 ARIIRPTYLKSSIHIPAHTIGLLYYIHOAHKITAINYETGASRKLYFSHHRAYYLAFITLLFL
HpPT-8 AALIRPTYLKSSIHIPAHITGALYVIHOAHKITOINYEPTASRKLYFSHHRSYYLOFITLLFL

Consensus ARiIRPTYLKSSIHIPAHIIGALYY¥IHOAMKITAINYEpgOSRKLYFSHHRaYYLAQFITLLFL

Abbildung 5.26 Ubersicht der Klonierung von HpPT-8 zur Expression (oben) sowie Aminosidure-Sequenzvergleich von klonierter
HpPT-8 mit vorliegender Transkript-Sequenz (unten). Blauer Kleinbuchstabe/rotes Sonderzeichen im Consensus: Unterschiedliche
Aminosauren im Protein-Alignment

5.4.12. Prenyltransferase HpPT-9

Die molekularbiologische Analyse von ,HpPT-9“ basierte auf der Volllange-cDNA ,HpPT-470“ (siehe
5.2.1) von MULLER??
klonierte, erhaltene CDS ,HpPT-9“ zeigte mit einem ORF von 1.158 bp (entsprechend 385 aa) eine iden-

und wurde entsprechend der Klonierungen von , HcPT-1-3“ durchgefiihrt. Die neu

tische Léange wie die Ausgangssequenz, unterschied sich allerdings durch 23 Nukleobasen von dem zur Ver-
fligung gestellten Gen bzw. durch 19 Aminosduren von der libersetzten Proteinsequenz (Abbildung 5.27).
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Vorhandene Gensequenz ,HpPT-470“ (1.158 bp)

Eingesetzte Matrize cDNA aus H. perforatum-Bliten

Expressionsprimer-Paar ,470_pFastBac_For“ und ,470_pFastBac_Re“

PCR-Anwendungen Proofread-PCR

Expressionsvektor pFastBac™ 1

Restriktionsverdau mit REs EcoRI und Xhol

Plasmid-Insert-Kontrolle Standard-PCR mit ,470_pFastBac_For“ und ,470_pFastBac_Re“
- DNA-Sequenzierung

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

1 I

HpPT-9 HEISCFPSSAYRFSOLRCHOIYASPRLPAKLLGRASSKYSOISPSRISISGREGCSYLLPHSKRILKPALLOYOATFSDASDEKKDDYEKKKIDPRIOFATOYTFYAFSF
HpPT-470 HEISCFPSSALRFSDLRCHOIYASPRLPAKLLGRASSKYSOISPSRLSISRRKGCSYLLPNSKRILKPAPLQYQATFSDASHEKNDDYKKEKTDPRHOFATOYTFYQFSF
Consensus  HEISCFPSSA1RFSDLRCHOIVASPRLPAKLLGRASSKYSOISPSRiSISrRKGCSYVLLPHSKRILKPALLOYOATFSDAS #EKnDDVekeKiDPRiOFATOYTFYOFSF

111 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

1 I

HpPT-9 TLARRLYEHPHVLOGLHHLHITKILARFYSYACANSYHIGINDIYDIETDKINRPDLRLTSRDOOTAHATLLGLYATSLLIAGTISKSYPFYIFIFASHFLSSTYSIPPLR
HpPT=470 TLARRLYENPHYLOGLHHLHITKILAAFYSYACANSYHIGINDIYDIETIDKIHRPDLRLTSRDOOTAHAILLGLYATSLLIAGISKSYPFYIFIFASHFLSSIYSIPPLR
Consensus TLARRLYEHPHYLOGLHHLHITKILAAFYSYACANSYHIGIHDIYDIEIDKIHRPDLRLTSRDOOTAHAILLGLYATSLLIAGISKSYPFYIFIFASHFLSSIYSIPPLR

221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

I I

HpPT-9 TKYSTLGAPSTHGLLAGFTLFFATYYGAGAAL GLPFAHSLPHKSHSIFHITYFSTLGFLKDIRDHEGDITHNIPTIALTIGARKTALIGTCILYIHHLFAYHIARTHLKA
HpPT-470 TKVSTLGAPATHGLLAGFALFFATYYGAGAAL GLPFAHSLPHTFHSIFHITYASTHGFLKDIRDHEGDSKHHIPTIAL TIGARKTALIGTCILYTHHLFAYHIARTHLKA
Consensus TKYSTLGAPaTHGLLAGFaL FFATYYGAGAALGLPFANHSLPHEKFHSIFNITYaSTHGFLKDIRDHEGDiiNNIPTIALTIGARKTALIGTCILYINHLFAYHIARTHLKA

33 340 350 360 370 380 385

I I

HpPT=-9 FKSHIHYPGHILSIFYLLYQTHKHERANYEKAONIESYYGFARNYLAHLILLPFT
HpPT-470 FKSHINIPGHILSIFYLLYOTHKHERANYEKAQNIESYYGFARNYLAHLILLPFI
Consensus  FKSHIN!PGHILSIFYLLYOTHKHERANYEKAOHIESYYGFARNYLAHLILLPFI

Abbildung 5.27 Ubersicht der Klonierung von HpPT-9 zur Expression (oben) sowie Aminosdure-Sequenzvergleich von urspriing-
licher und neu klonierter, untersuchter HpPT-9-Sequenz (unten). Blaue Kleinbuchstaben/rote Sonderzeichen im Consensus: Unter-
schiede in der Aminosdure-Sequenz der beiden verglichenen Gene

5.5. Expressionsanalyse von Prenyltransferasen

5.5.1. Prenyltransferase-Expressionssysteme

Flr die untersuchten PTs aus Johanniskraut wurden Hefezellen und Insektenzellen (siehe 3.6) als eukary-
otische Expressionswirte ausgewahlt. Bakterien als prokaryotische Wirtszellen schieden aufgrund vorher-
gesagter Membranintegritdt der untersuchten PT-Gene (siehe 5.2) und negativer Erfahrungen in unserer
AG mit Membranproteinen in E. coli-Standardzellen aus.

Die Mehrzahl aller bis heute publizierten AS-PTs aus Pflanzen, die kloniert und als rekombinante Pro-
teine untersucht wurden, stammt aus Hefezellen. Daher lag es nahe die ersten Expressionsversuche eben-
falls in den in unserer AG etablierten Hefezellen (S. cerevisiae) zu unternehmen. In einem ersten Ansatz
wurde die zuerst entdeckte und klonierte ,,HpPT-1“ als erste PT aus H. perforatum getestet. AuRerdem wur-
157 und Akashi et al.t’®
peptid entfernt (siehe 5.4.4.3) und diese verkirzte Gen-Variante ,HpPT-1_oT“ parallel zum Vollldnge-Gen

de parallel zu der Methode von SHEN et a von ,HpPT-1“ das vorhergesagte Transit-
untersucht. Auf gleiche Weise wurde auRerdem mit ,,HcPT-2“ / ,,HcPT-2_oT“ vorgegangen, so dass mit zwei
Volllange- und zwei verkirzten Sequenzen insgesamt vier PT-Gene in Hefe Uberexprimiert wurden (siehe
4.4.1). Die Extraktion von Hefezellen nach induzierter Proteinbiosynthese (siehe 4.5.1) ergab nach dem Zell-
aufschluss im Rohextrakt Proteinmengen von durchschnittlich 2,60 pg/ul und in der Mikrosomen-Fraktion
zwischen 1,15-3,51 pg/ul, mit denen Expressions-/Aktivitatsnachweise angegangen wurden.

Nachdem sich den Erfahrungen in unserer AG zufolge weder Prokaryoten noch einfache eukaryotische
Wirtszellen (S. cerevisiae) als Produktionsplattform rekombinanter PTs aus Johanniskraut eigneten, wurde
das Insektenzell-Baculovirus-System (siehe 4.4.2) als komplexeres eukaryotisches Expressionssystem heran-
gezogen. Mit diesem Schritt gelang es schlieflich das erste Mal iberhaupt fiir rekombinante PTs aus Johan-
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niskraut eine erfolgreiche Expression zu demonstrieren und das derzeit geeignetste Expressionssystem zu
etablieren. Nach Infektion der Insektenzellen wurden diese nach abgelaufener Inkubationszeit aufge-
schlossen, die untersuchten Proteinmengen der aufgereinigten mikrosomalen Fraktionen bestimmt (1,12—
4,84 pg/ul) und fir Expressions- bzw. Aktivitdtsuntersuchungen eingesetzt.

5.5.2. Versuche der Expressionskontrolle durch denaturierende Protein-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der SDS-PAGE lieRen sich fast keine Aussagen Uber den Erfolg von PT-Expression in den ver-
wendeten eukaryotischen Wirtszellen treffen. Sowohl die Untersuchungen in Hefezellen als auch in den
Sf9-Zellen wurden mit der Protein-Gelelektrophorese verfolgt, jedoch ohne einen eindeutigen Informa-
tionszugewinn zu verzeichnen.

Bei dem Versuch die beiden in S. cerevisiae exprimierten und daraus extrahierten PTs ,HcPT-2“/
,HCPT-2_oT“ und ,HpPT-1“/ ,HcPT-1_oT“ mittels SDS-Gelelektrophorese nachzuweisen, wurden im Ver-
gleich zur gleichbehandelten pESC-URA-Leervektor-Kontrolle weder eine zuséatzliche, hervorzuhebende
Bande noch eine verstarkte Bandenintensitdt im erwarteten GroRenbereich von 42-43 kDa festgestellt,
auch nicht im fir membrangebundene Proteine typischerweise darum liegenden Bereich®*. In zwei biolo-
gischen Wiederholungen des Experiments wurden gleichfalls identische, negative Resultate erzielt.

Bei der Analyse isolierter Protein-Fraktionen aus Insektenzellen war in der SDS-PAGE die Unterscheidung
zwischen infizierten, PT-produzierenden Wirtszellen und einer nicht-induzierten Kultur als Referenz immer-
hin moglich, wenn auch nicht eindeutig im Hinblick auf das gesuchte Zielprotein. Beispielsweise zeigten mit
,HCPT-2“ infizierte Insektenzellen — stellvertretend als Muster fur alle PTs — ein leicht verandertes, intensi-
veres Protein-Bandenmuster im Vergleich zur PT-freien Negativkontrolle, jedoch keine eindeutige Genpro-
dukt-Bande im erwarteten GroRenbereich von ca. 42 kDa. Auch bei der Nachverfolgung des Ziel-Proteins
wahrend der Protein-Isolierung konnte in keiner der unterschiedlichen Fraktionen eine hervorstechende
PT-Bande identifiziert werden, die aufgrund groRer Intensitat fiir eine Uberexpression sprach. Lediglich im
zellfreien Uberstand wurde eine deutliche, stark ausgeprigte Bande bei ca. 66 kDa ausgemacht, die aller-
dings keinen Zusammenhang zu Uberexprimierten Johanniskraut-PTs bot: Die Proteinbande in der I6slichen
Fraktion war deutlich zu gro8 im Vergleich mit den erwarteten AS-PTs und konnte auf das dem Sf9-Medium
zugesetzte Albumin aus dem Rinderserum zuriickgefihrt werden (Abbildung 5.28).

Lauf-
Richtung

Lauf-
Richtung

Abbildung 5.28 SDS-PAGE extrahierter Proteine aus Insektenzellen zur Ubersicht und Expressionsanalyse von HcPT-2. A: Vergleich
von nicht-infizierten (1) und mit HcPT-2 infizierten (2) Sf9-Zellen mit zwei unterschiedlichen Auftragmengen (links je 5 pl, rechts je
10 pl), 72 h nach der Infektion. B: Vergleich der extrahierten Protein-Fraktionen aus mit HcPT-2 infizierten Sf9-Zellen, 72 h nach der
Infektion. 1: Uberstand/Medium; 2: Pellet nach Ultraschall-Zellaufschluss; 3: Uberstand nach Ultraschall-Zellaufschluss; 4: Uber-
stand nach Mikrosomen-Fallung; 5: Pellet nach Ultrazentrifugation (Mikrosomen-Fraktion); M: Marker als GroRenstandard
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5.6. Qualitativer Nachweis rekombinanter Prenyltransferase-Aktivitat

Da sich die Uberexpression von PT-Genen in Eukaryoten nicht durch die Detektion von Proteinen im
Polyacrylamid-Gel nachweisen lieB, wurden nach Induktion und Inkubation des genmanipulierten Expres-
sionsorganismus Proteinfraktionen aus den Wirtszellen — zuerst aus Hefezellen (S. cerevisiae) und dann aus
Insektenzellen (S. frugiperda) — extrahiert und diese mit Hilfe von in vitro-Enzymassays auf PT-Aktivitat
untersucht.

5.6.1. Ausbleibende Aktivitat in Hefezellen

Keine der vier exprimierten, rekombinanten PTs aus Hefezellen zeigte enzymatische Aktivitdt in den
durchgefiihrten in vitro-Tests mit DMAPP und ausgewadhlten aromatischen Substraten (Tabelle 5.11). Auch
bei wiederholter Genexpression —in Verbindung mit Modifikationen der Proteinextraktion aus den Wirts-
zellen sowie der Zusammensetzung von enzymatischen Reaktionsansatzen — wurden in der HPLC-Kontrolle
der Inkubationen keine enzymatisch gebildeten, prenylierten Produkte in Form von neuen, zusatzlichen
Peaks im HPLC-Chromatogramm entdeckt, weder mit eingesetztem Protein aus Rohextrakten noch aus Mi-
krosomen-Fraktionen. Selbst die angesprochene Verkilrzung der PT-Sequenzen, die in ausgesuchten Fallen
in anderen Forschergruppen als Lésungsansatz diente, erbrachte keinen positiven Zugewinn. All diese nega-
tiven Erkenntnisse resultierten moglicherweise aus den negativen Beobachtungen, die bereits wiahrend der
Kontrolle der Protein-Fraktionen in der SDS-PAGE (siehe 5.5.2) gesammelt wurden, und zur Aufklarung des
tatsachlichen Sachverhaltes musste im nachsten Schritt der Wechsel in einen alternativen, komplexeren
Expressionsorganismus vollzogen werden.

Tabelle 5.11 Aktivitatsibersicht rekombinanter Johanniskraut-PTs aus Hefezellen, getestet mit ausgewahlten Prenylakzeptoren
(siehe Abbildung 4.7)

Substrate HcPT-2 [HcPT-2_oT| HpPT-1 [HpPT-1_oT|

Phloracetophenon

Hyperxanthon E

1,3,7-Trihydroxyxanthon
Phlorisobutyrophenon

1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon

4-Hydroxybenzoesdure

5.6.2. Prenyltransferase-Aktivitdt in Insektenzellen

In Sf9-Zellen produzierte PTs waren nach mikroskopischer Kontrolle in den Biomembranen von Zell-
organellen zu finden (siehe 5.2.3.3), so dass sich die Experimente auf die Untersuchung extrahierter Mikro-
somen-Fraktionen aus Insektenzellen (siehe 4.5.2) konzentrierten. Ein exemplarischer Versuch des Aktivi-
tatsnachweises aus Protein-Rohextrakt wurde zwar unternommen, hatte aber im Vergleich zu extrahierten
Mikrosomen derselben PT (hohere Konzentration an exprimiertem Enzym im Proteinextrakt) erwartungs-
gemal signifikant schwachere Substratumformung zur Folge und wurde somit in samtlichen Folgeexperi-
menten umgangen. Von den insgesamt zwolf Volllange-PTs aus Johanniskraut zeigten nach Produktion und
Extraktion aus Sf9-Zellen vier Enzyme in den Testungen Ulberhaupt keine nachweisbare Aktivitdt, was
vermutlich auf fehlerhafte Faltung oder unzureichende, die Enzymfunktion einschrankende posttranslatio-
nale Modifikationen zurickzufiihren war. Ein weiterer Erklarungsansatz lag darlber hinaus, wie schon bei
den rekombinanten PTs aus Hefezellen, in der Struktur der angebotenen Enzymsubstrate. lhre Eignung als
aromatische Prenylakzeptoren konnte nur anhand von Vergleichen mit bekannten Metaboliten aus H. per-
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foratum, H. calycinum und verwandten Johanniskraut-Arten abgeschatzt werden. Folglich konnte keine
Aussage darliber getroffen werden, ob die getesteten Substrate nicht doch auBerhalb der Spezifitdt besag-
ter PTs lagen und diese somit nur inaktiv schienen. Eine Erweiterung des aromatischen Substrate-Pools
(Abbildung 4.7) konnte daher weitere Riickschliisse auf die bislang ohne Aktivitdtsnachweis vorliegenden
AS-PTs bieten. Fir die ibrigen acht getesteten Enzyme konnte hingegen mit den entwickelten und ange-
wendeten Testsystemen katalytische Aktivitat gezeigt werden.

Tabelle 5.12 Aktivitatslibersicht rekombinanter Johanniskraut-PTs aus Insektenzellen

H. calycinum H. perforatum

HcPT | HCPT-1 | HcPT-2 | HpPT-1 | HpPT-2 | HpPT-3 | HpPT-4 | HpPT-5 | HpPT-6 | HpPT-7 | HpPT-8 | HpPT-9

Bestimmt wurde diese Enzymaktivitdt anhand der PT-abhdngigen Bildung prenylierter Aromaten, die
qualitativ mittels HPLC nachgewiesen wurden. Aufgrund ihrer durch Anknipfung einer bzw. mehrerer Koh-

lenwasserstoff-Seitenketten erhdhten Lipophilie im Vergleich zum Substrat erschienen sie als zusatzliche
Peaks im HPLC-Chromatogramm, und zwar zeitverzogert bei einer hoheren Retentionszeit als das Substrat,
weil sie durch die Prenylierung mehr Wechselwirkungen mit der RP-Phase der HPLC-Saule eingingen. Bei
einem positiven Befund im HPLC-Chromatogramm wurden weitere analytische Methoden hinzugezogen,
um die Struktur der enzymatisch geformten Produkte zu identifizieren (Abbildung 5.29).

| 3 Allgemeine

Aktivitat

3 Produkt 1
| Identifizierung per:

HPLC - MS - NMR

———————3 Produkt 2
| Identifizierung per:

Abbildung 5.29 FlieBschema — Aufbau der nachfolgenden enzymatischen Aktivitatsnachweise aktiver PTs
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5.6.3. Aktive HcPT aus Sf9-Zellen

Die zuvor in Bakterien- und Hefezellen erfolglos exprimierte AS-PT LHCPT“1?? konnte in Insektenzellen
rekombinant produziert und in aktiver Form extrahiert werden. In vitro-Assays mit DMAPP und allen zur
Verfligung stehenden Substraten (Abbildung 4.7) ergaben eine Substratspezifitat flir mehrfach hydroxy-
lierte Xanthon-Grundgeriste, von denen zwei (respektive drei) von ,HcPT” akzeptiert und unterschiedlich
oft prenyliert wurden (Tabelle 5.13).

Tabelle 5.13 Ubersicht der von HcPT mit DMAPP umgesetzten Substrate

Substrate Monoprenylierung Diprenylierung

O OH \

HO O OH
‘ O + DMAPP HO
HO O OH
HO O OH

1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon

1,3,6,7-Tetrahydroxy-8-prenylxanthon Patulon
(0] OH (0] OH
HO. HO. * G
O O + DMAPP oder ‘ O -
O OH O OH
1,3,7-Trihydroxyxanthon OH 1,3,7-Trihydroxy-2-prenylxanthon
1,3,7-Trihydroxy-8-prenylxanthon
o OH
- ‘ o O oy DMAPP Spuren eines enzymatischen Produktes detektierbar =

OH
1,3,5,6-Tetrahydroxyxanthon

* vermutete, d.h. nicht ndher bestimmte Position der Prenyl-Seitenkette

Weil 1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon (1,3,6,7-THX) von allen getesteten Substraten bevorzugt und in groR-
tem AusmaR umgesetzt wurde, wird im Folgenden anhand dieses Substrates das Vorgehen zur Detektion
und ldentifizierung der enzymatischen Produkte exemplarisch und detailliert vorgestellt — analog gilt fir al-
le weiteren Substrate trotz abgekiirzter Form Entsprechendes.

5.6.3.1. Aktivitdtsnachweis mit 1,3,6,7-THX und Strukturaufkldrung des Produktes als 1,3,6,7-TH8PX

Nach Extraktion der Inkubationsansatze und Analyse mittels HPLC konnte in den Negativkontrollen (en-
zymfreie Inkubation bzw. Inkubation mit denaturiertem Protein) ausschlieBlich das eingesetzte, nicht um-
geformte Substrat 1,3,6,7-THX (R, = 7,8 min) detektiert werden. Beim Einsatz von intakter ,HcPT“ aus der
Mikrosomen-Fraktion lieB sich hingegen bei Verwendung von K3;PO,-Puffer ein einzelnes, enzymatisch
prenyliertes Produkt im HPLC-Chromatogramm nachweisen. Der Peak dieses Produktes ,P1“ von ,HcPT“
und 1,3,6,7-THX wurde bei R;=12,2 min gefunden und sein UV-Spektrum &dhnelte stark demjenigen des
Ausgangssubstrates — beide zeigten das fiir Hydroxyxanthon-Grundgeriste typische Muster dreier UV-Ma-
xima bei 250-260 nm, 310-320 nm und 360-370 nm (Abbildung 5.30).
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Abbildung 5.30 HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HcPT mit 1,3,6,7-THX und DMAPP in K;PO,-Puffer (Tabelle
4.14). A:HPLC-Chromatogramm, HPLC-Methode 1 (Tabelle 4.16), Detektion: A =254 nm. N: Negativkontrolle; P1: Produkt 1
(1,3,6,7-TH8PX); R: Referenz (1,3,6,7-THX); S: Substrat (1,3,6,7-THX). B: UV-Spektren von ,,S/N/R“. C: UV-Spektrum von ,P1“

Mittels MS (siehe 4.8; Abbildung 5.31) wurde das Molekiil-lon [M-H]* von ,P1“ bei m/z = 329 detektiert.
Dies entsprach der Masse des Substrates 1,3,6,7-THX (M = 260,03 g/mol) plus der Masse genau einer ange-
kntpften Prenyleinheit (M = 69,13 g/mol). Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass sich die Masse des
Produktes aufgrund des durch die Prenyl-Seitenkette substituierten Wasserstoff-Atoms (M = 1,0 g/mol) um
die Masse ,1“ verringerte. Wegen der MS-Messung im Positiv-Modus tauchte jedoch genau diese Mas-
se ,1“ wieder in der Messung auf. Eine weitergehende Fragmentierung des Produktpeaks mittels MS/MS
lieferte Signale von erwarteter GroRe, u.a. mit m/z = 260 fiir das deprenylierte Xanthon-Grundgerist des
Produktes. Mit diesen Ergebnissen wurde die naheliegende, zuvor unverbindlich aufgestellte Annahme
einer Monoprenylierung von 1,3,6,7-THX durch ,HcPT“ —ohne weiterfiihrende Aussagen zur Position der
Isopren-Ankniipfung zuzulassen — bestatigt.
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Abbildung 5.31 MS-Analyse des Produktes ,P1“ einer Standard-Inkubation von HcPT mit 1,3,6,7-THX und DMAPP. A: Massenspek-
trum (EMS ESI pos) des aus dem Inkubationsansatz isolierten, monoprenylierten Produktes ,P1“. B: MS/MS-Spektrum (EPI pos) der
Fragmentierung des MS-Signals ,P1“ (m/z = 329)

Das laut HPLC- und MS-Untersuchungen monoprenylierte Xanthon wurde anschlieRend mittels in vitro-
Aktivitatsassays in groRem MaRstab produziert (siehe 4.5.5.2), aufgereinigt (siehe 4.7.2) und der *H-NMR-
Spektroskopie unterworfen. Auf diese Weise sollte die tatsachliche Anknlipfungsstelle des Prenylrestes am
Xanthon-Grundkoérper bestimmt und die wahre Struktur des Produktes festgestellt werden. Anhand des
von PROF. DR. LUDGER ERNST (Zentrales Labor fiir Kernresonanzspektroskopie, TU Braunschweig) aufgenom-
menen "H-NMR-Spektrums konnte mit den NMR-Daten das Vorliegen eines einfach prenylierten Produktes
bestatigt werden. Die Duplettsignale fiir zwei einzelne Protonen in meta-Position zueinander bestatigten
dabei, dass H-2 und H—4 des Xanthon-Grundgeristes unsubstituiert blieben und das DMAPP an Position C—
5 oder C—8 gekoppelt wurde. Die Identitdt des Produktes als C—8-prenyliertes Xanthon wurde letztlich
durch Abgleiche mit zuvor veréffentlichten *H-NMR-Daten von 1,3,6,7-TH8PX**! und 1,3,6,7-TH5PX**®! be-
wiesen (Abbildung 5.32).
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1,3,6,7-Tetrahydroxy-
8-prenylxanthon (exp.)

1,3,6,7-Tetrahydroxy-
8-prenylxanthon (Lit.)

1,3,6,7-Tetrahydroxy-
5-prenylxanthon (Lit.)

H-Position 8y [ppm] J [Hz] H-Position &y [ppm] J [Hz] H-Position 8y [ppm] J [Hz]
OH 14,03 [4H] s OH 13,52 [4H] s OH 13,20 [4H] s
H-5 6,54 [1H] S H-5 6,82 [1H] S H-8 7,56 [1H] s
H-4 6,30 [1H] d, 2 H-4 6,29 [1H] d, 2 H-2 6,47 [1H] d 2
H-2 6,15 [1H] d, 2 H-2 6,18 [1H] d, 2 H-4 6,29 [1H] d 2
H-2* 5,47 [1H] t,6 H-2" 5,31 [1H] t,6 H-2* 5,37 [1H] t 7
H-1 4,04 [2H] d, 6 H-1 4,18 [2H] d, 6 H-1* 3,40 [2H] d, 7
H-4* 1,80 [3H] S H-4‘ 1,84 [3H] S H-4* 1,76 [3H] s
H-5° 1,63 [3H] s H-5° 1,64 [3H] s H-5" 1,73 [3H] s

FieseL et al.?® NIELSEN & ARENDS?®®! MaHABUsARAKAM et al. 2%

Abbildung 5.32 Vergleich der ermittelten 'H-NMR-Daten fiir 1,3,6,7-TH8PX (links) mit Literaturwerten fur 1,3,6,7-TH8PX (Mitte)
und 1,3,6,7-TH5PX (rechts). Chemische Verschiebung und Kopplungskonstanten des HcPT-Produktes von 1,3,6,7-THX und DMAPP
deuten auf ein einfach C=8-prenyliertes Xanthon hin. 6: Chemische Verschiebung in ppm mit Anzahl signalgebender Protonen; H—
x: Proton-Position am Kohlenstoff-Grundgeriist; J [Hz]: Kopplungskonstante (mit Signal: s: Singlet; d: Duplett; t: Triplett) in Hertz

5.6.3.2. Charakterisierung der rekombinanten HcPT

Diese ersten, gut reproduzierbaren Ergebnisse der zuvor beschriebenen Reaktion — die Anknipfung von
DMAPP an 1,3,6,7-THX durch ,HcPT“ — waren Ausgangspunkt, um diese rekombinante AS-PT aus Johannis-
kraut in Bezug auf variable Reaktionsparameter zu charakterisieren?®®. Einzeln durchgefiihrte Modifikatio-
nen am gegebenen Testsystem bestatigten neben der bereits oben erwdhnten Substratspezifitdt die starke
Abhangigkeit der AS-PT von divalenten Kationen als Cofaktor™®. Nur in Anwesenheit von solchen Metall-
lonen zeigte sich enzymvermittelte Substratumformung, wobei Mg** signifikant am besten fir die Preny-
lierung geeignet war. Wurde durch EDTA als Komplexbildner fir mehrwertige Kationen die Anwesenheit
eines Cofaktors ausgeschlossen, so konnte keine Produktbildung nachgewiesen werden (Abbildung 5.33).
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Abbildung 5.33 Einfluss divalenter Kationen auf die Aktivitat von HcPT (drei biologische Wiederholungen). N.D.: nicht detektierbar
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Die beste Aktivitat zeigte sich im leicht alkalischen Reaktionsmilieu bei pH 8,0, was wahrend der Bestim-
mung mit einer unerwarteten Uberraschung und einem Exkurs in Form der folgenden, detaillierteren Be-
trachtung einherging. An dieser Stelle der Evaluierung des pH-Wert-Einflusses wurde namlich durch den
Einsatz unterschiedlicher Puffersubstanzen entdeckt, dass ,,HcPT“ in einer Reaktionsumgebung ohne K;PO,
aus dem Standard-Puffer zur Bildung eines zweiten enzymatischen Reaktionsproduktes —neben 1,3,6,7-
TH8PX — fahig ist (siehe 5.6.3.3). Daher wurde eine intensivierte Untersuchung des Puffereinflusses unter-
nommen. In K3PO4-Puffer (pH 5,0-8,0) stieg die relative Enzymaktivitdt, gemessen an der Bildung von
1,3,6,7-TH8PX, kontinuierlich mit steigendem pH-Wert. Ab pH 8,5 kam das erste Mal TRIS-HCI-Puffer zum
Einsatz und offenbarte erstmalig neben 1,3,6,7-TH8PX ein weiteres, zusatzliches Signal fiir ein zweites Reak-
tionsprodukt, das bei einer grofleren R; als das bereits bekannte Produkt erschien und mit fortlaufend stei-
gendem pH-Wert abnahm. Ein folgender Austausch der Puffersubstanz im Bereich pH <8,0 ergab, dass bei
Verwendung von MES-Puffer (pH 5,0—7,0) die Bildung des ersten Produktes vergleichbar wie bei K3PO,4-Puf-
fer ablief, bei pH 7,0 aber bereits auch schon das zuséatzliche Produkt gebildet und detektiert wurde. Ebenso
war in TRIS-HCI-Puffer bei pH 7,5 und pH 8,0 der zusatzliche Peak fir das zweite Produkt vorhanden, mit
groRtem Produktsignal bei pH 8,0. Durch diese Entdeckung wurde nicht nur TRIS-HCI (pH 8,0) zum Stan-
dard-Puffer fir samtliche zukiinftige Assays — bei ,,HcPT“ und allen weiteren zu untersuchenden AS-PTs —
gewahlt, sondern auch nachfolgend das Phdanomen der eingeschrankten Enzymaktivitat in K3sPO4-Puffer
aufgeklart. Da die Unterdrickung der Bildung des zweiten Produktes nicht pH-abhangig erschien, musste
die Puffersubstanz selbst fiir die partielle Enzyminhibition verantwortlich sein, und zumindest fiir K" wurde
bereits ein regulatorischer Einfluss auf die Aktivitdt von Enzymen festgestelIt[214’287'288]. Eine bewusste Addi-
tion von bis zu 10 mM K* (in Form von KCI-Lésung) zu Standard-Inkubationen mit TRIS-HCI-Puffer zeigte
hierbei jedoch keinen hemmenden Effekt auf die Bildung des zweiten Produktes. Ebenso wenig generierte
der Austausch der Puffersubstanz KsPO, zu Nas;PO, einen zu erwartenden Zusatzpeak, so dass die Vermu-
tung aufkam die Phosphat-lonen seien der inhibierende Faktor, der die vollstdndige Aktivitdt von , HcPT
unterdriickte. AnschlieBende Experimente mit einem HCO;/COs>-Puffer (pH 7,0 und pH 7,5) an Stelle von
phosphathaltigem Medium bewiesen durch den Nachweis beider mdglicher Produkte, dass tatsachlich
PO,> die entscheidende, limitierende Komponente im Reaktionsansatz darstellte und ein Hemmstoff der
in vitro-Synthese des zweiten Produktes war. Nach diesen Ergebnissen wurde die relative Gesamtaktivitat
von ,HcPT“ in MES (pH 5,0-7,0) und TRIS-HCI (pH 7,5-11,0) gemessen und pH 8,0 als Wert mit der groRten
enzymatischen Aktivitdt, hergeleitet liber die AUC der detektierten Substrat- und Produktpeaks, bestimmt
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Abbildung 5.34 Bestimmung der relativen Enzymaktivitat von HcPT bei variablen Inkubationsbedingungen (je drei biologische Wie-
derholungen). A: Einfluss des pH-Wertes. pH 5,0-7,0: MES; pH 7,5-11: TRIS-HCI. B: Einfluss unterschiedlicher Inkubationstempera-
turen auf den Standard-Enzymassay in K3PO,-Puffer
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(Abbildung 5.34). Ein Effekt der eingesetzten Puffer-Konzentration wurde ebenfalls in einem Ansatz unter-
sucht und fiihrte zu dem Ergebnis, dass jede Abweichung von der Standard-Pufferstarke 100 mM — sowohl
zu hoheren als auch niedrigeren Konzentrationen — zu verminderter Enzymaktivitat fiihrte und somit nicht
zu empfehlen war.

Eine Variierung der Inkubationstemperatur zeigte eine maximale Substratumformung bei 40 °C in einem
nahezu symmetrischen Graphen (Abbildung 5.34). Eine Verringerung der Temperatur wahrend der enzym-
katalysierten Reaktion fiihrte genauso wie ein Temperatur-Anstieg zu einer fast linearen Abnahme an
enzymatischer Aktivitdt. Bemerkenswert war dabei, dass ,,HcPT“ bei 50 °C und dariiber immer noch mehr
als 50% der maximal beobachteten Enzymaktivitdt aufwies. Dieses Verhalten gegeniliber Warmeeinwirkung
beruhte vermutlich auf der Membranintegritat von ,HcPT”, welche die AS-PT durch Einbindung in die intak-
ten Mikrosomen aus den Insektenzellen relativ gut gegen ein hitzebedingtes Denaturieren schitzte — kein
ungewohnlicher Effekt bei der Charakterisierung pflanzlicher, membrangebundener AS-PTs, bei denen so-
gar Temperaturoptima von bis zu 70 °C gefunden wurden™**”). Diese Widerstandskraft gegeniiber Tempe-
raturerhdhungen war auch letztlich der Grund, weshalb die Hitze-Denaturierung der untersuchten AS-PTs
fir die Negativkontrollen in den in vitro-Enzymassays recht lange dauerte und zusatzlich mit mehrfachem
Vortexen kombiniert wurde, um Restaktivitat komplett ausschlieBen zu kénnen (siehe 4.5.5).

Die Geschwindigkeit des Substratumsatzes wurde durch variierende Konzentrationen sowohl fiir den
Prenyldonor DMAPP (bei konstanter 1,3,6,7-THX-Konz.) als auch fiir den Prenylakzeptor 1,3,6,7-THX (bei
konstanter DMAPP-Konz.) in Standard-Inkubationen bestimmt. Dabei erhaltene Datenreihen wurden aufge-
arbeitet und die Mittelwerte aus drei biologischen Wiederholungen nach nicht-linearer Regression in Form
einer Sattigungshyperbel nach Michaelis-Menten gegeneinander aufgetragen (Abbildung 5.35). Durch die-
ses Auftragungsverfahren konnten annaherungsweise mittels waagerechter Asymptote die maximale Um-
satzgeschwindigkeit v, davon ausgehend die halbmaximale Geschwindigkeit und als zugehoriger x-Ach-
sen-Abschnitt die Michaeliskonstanten (Substrat-Konzentration bei halbmaximaler Umsatzgeschwindigkeit)
fiir beide Substrate ermittelt werden: K,, =87 £ 5 uM fiir DMAPP und K, =211 + 16 uM fir 1,3,6,7-THX.

Vmax T S Viay Jomm=mmm e e ——— =
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Abbildung 5.35 Untersuchung der Enzymkinetik von HcPT. A: Michaelis-Menten-Funktion zur Bestimmung von K., (DMAPP) bei
konstanter 1,3,6,7-THX-Konz. B: Michaelis-Menten-Funktion zur Bestimmung von K., (1,3,6,7-THX) bei konstanter DMAPP-Konz.

Formel 5.1 Sattigungsfunktion eines Enzyms nach der Michaelis—Menten—Beziehung[m’zssl

v enzymatische Umsatzgeschwindigkeit
_ Umax  [S] Vmax Maximale enzymatische Umsatzgeschwindigkeit

T Ky +[S] [S] Substratkonzentration
Kn Michaeliskonstante
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5.6.3.3. Aktivitdtsnachweis mit 1,3,6,7-THX und Strukturaufklérung des Produktes ,,P2“ als Patulon

Unter Einsatz des neugewadhlten Standard-Puffers TRIS-HCI (pH 8,0) konnte in Inkubationen einerseits
eine generelle Aktivitatszunahme von ,HcPT“ —gemessen an dem Verbrauch des eingesetzten Substrates
1,3,6,7-THX — festgestellt werden. Zusatzlich konnte unter diesen Reaktionsbedingungen neben dem
bereits identifizierten Produkt 1,3,6,7-TH8PX das in der Charakterisierung erstmalig entdeckte, zweite
Reaktionsprodukt reproduziert werden. Der Peak von ,P2“ erschien bei einer spateren Retentionszeit
(R¢ = 14,3 min) als das bereits detektierte ,,P1“ im HPLC-Chromatogramm. Diese verzogerte Elution von der
RP-HPLC-S&ule implizierte, dass das zweite enzymatische Produkt verstdrkte hydrophobe Eigenschaften
aufwies, d.h. mehr als nur eine Isopreneinheit beinhalten musste. AulRerdem verédnderte sich im Vergleich
zum Ausgangssubstrat und ,,P1“ das UV-Spektrum dahingehend, dass das charakteristische Xanthon-Muster
(drei UV-Maxima bei Absorptionswellenlangen um 255 nm, 315 nm und 365 nm) aufgel6st wurde — ein In-
diz dafir, dass eine Modifizierung am aromatischen Grundgerust stattfand.
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Abbildung 5.36 HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HcPT mit 1,3,6,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI-Puffer (Tabelle
4.14). A:HPLC-Chromatogramm, HPLC-Methode 1 (Tabelle 4.16), Detektion: A =292 nm. N: Negativkontrolle; P1:Produkt 1
(1,3,6,7-TH8PX); P2: Produkt 2 (Patulon); R: Referenz (1,3,6,7-THX); S: Substrat (1,3,6,7-THX). B: UV-Spektren von ,S/N/R“. C: UV-
Spektrum von ,,P1“. D: UV-Spektrum von , P2“

Auch das Produkt ,,P2“ (R; = 14,3 min) wurde mit der MS analysiert (Abbildung 5.37) und ein Signal fir
das Molekil-lon [M-H] bei m/z = 395 entdeckt. Da im negativen lonisierungsmodus gemessen wurde, ent-
sprach diese Masse dem Substrat 1,3,6,7-THX (M = 260,03 g/mol) plus der Masse von zwei angekniipften
Prenyleinheiten (2 x 69,13 g/mol) abzlglich der Masse ,,3“ (zwei durch Isopren substituierte Wasserstoff-
Atome mit je M = 1,0 g/mol sowie die Masse ,,1“ wegen des negativen Messmodus). Die Aufspaltung dieses
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Produktsignals durch die MS/MS-Kopplung lieferte Peaks, die mit den Massen des einfach und doppelt

deprenylierten Produktes (m/z =326 und 258) korrelierten und zum eingesetzten Substrat 1,3,6,7-THX

passten. Somit konnte eine vermutete Diprenylierung des Substrates wahrend der Inkubation mit ,HcPT“

bestarkt werden, die jedoch nicht die Verdanderung des UV-Spektrums des Produktes ,P2“ im Abgleich mit

dem UV-Muster des eingesetzten 1,3,6,7-THX erklarte oder Aufschluss Gber die Position der Prenylsubsti-

tuenten gab.
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Abbildung 5.37 MS-Analyse des Produktes ,,P2“ einer Standard-Inkubation von HcPT mit 1,3,6,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI-Puf-
fer. A: Massenspektrum (EMS ESI neg) des aus dem Inkubationsansatz isolierten Produktes ,,P2“. B: MS/MS-Spektrum (EPI neg) der
Fragmentierung des MS-Signals vom Molekl-lon bei m/z = 395
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Eine Strukturaufklarung war daher gerade wegen des fir Xanthone ungewo6hnlichen UV-Spektrums
notwendig und hochinteressant. Weil sich jedoch ein GroRansatz der untersuchten Inkubation zur Aufreini-
gung flr eine eigene NMR-Untersuchung —wie zuvor bei der Identifizierung von ,P1“ —nicht realisieren
lieR, wurde stattdessen ein praktischer Umweg zur Strukturaufklarung eingeschlagen. Fir die Identifizie-
rung wurde eine Referenzsubstanz herangezogen, die als Folge einer Elicitor-Behandlung in Zellsuspen-
sionskulturen von H. calycinum akkumulierte (siehe Anhang 10.4.1) und aus diesen Kulturen in groRerem
MaRstab von DR. MARIAM GAID gewonnen wurde (Daten unveroffentlicht). Die Ergebnisse von HPLC-Unter-
suchungen (Verschiebung der R, des Metaboliten und einzelnes UV-Maximum bei 292 nm) und aus der MS-
Spektrometrie (Molekul-lon [M-H] bei m/z = 395, Fragmente u.a. bei m/z = 326, 283), durchgefiihrt mit die-
ser Referenz, deckten sich exakt mit den experimentell gewonnenen Daten von ,P2“ (Abbildung 5.36 und
Abbildung 5.37) und bestéatigten die Annahme, dass es sich bei Referenz und ,P2“ um dieselbe Substanz
handeln musste. Die Aufklarung der genauen Struktur mittels NMR-Spektroskopie konnte daher mit der aus
den Zellsuspensionskulturen erhaltenen Referenzsubstanz durchgefiihrt werden (Abbildung 5.38). Die aus
dem fur Xanthone atypischen UV-Muster abgeleitete Annahme, dass beide Prenyleinheiten unter Aufhe-
bung eines der beiden aromatischen Ringe von 1,3,6,7-THX auf ein und dasselbe C-Atom des Xanthon-
Grundgerustes (ibergingen, stellte sich durch die erhaltenen NMR-Daten als wahr heraus. Beide Prenyl-
Seitenketten wurden an C-8 des Substrates gekniipft, wobei eine der aromatischen Doppelbindungen
eliminiert und der Hydroxylsubstituent an der urspriinglichen Position C-7 zu einer Carbonylfunktion auf-
oxidiert wurde. Das von PROF. DR. LUDGER ERNST gewonnene ‘H-NMR-Spektrum der Referenz identifizierte
diese bzw. das gesuchte Produkt ,P2“ als Patulon — ein diprenyliertes Polyhydroxyxanthon, das zuvor ISHI-
GURO et gl
ben.

in Form eines Phytoanticipins aus einer anderen Johanniskraut-Art isolierten und beschrie-

Patulon (exp.) Patulon (Lit.)

H-Position &, [ppm] J [Hz] H-Position &, [ppm] J [Hz]
HO-8 13,22 [1H] S HO-8 13,20 [1H] S
HO-3 9,22 [1H] s (breit) HO-3 9,30 [1H] s (breit)
H-4 6,56 [1H] s H-4 6,53 [1H] s
H-5 6,39 [1H] t,2,2 H-5 6,38 [1H] d, 1,83
H-7 6,27 [1H] t,2,1 H-7 6,26 [1H] d, 1,83
H-2 4,74 [2H] t,7,6 H-2 4,74 [2H] t, 7,6
H-1/ 3,43[2H] dd,13,7&7,5 | H-1‘ 3,43 [2H] dd, 13,7 & 7,6
H-1/ 2,73[2H] dd,13,6&7,7 | H-1 2,73[2H] dd, 13,7&7,6
H-4 1,47 [6H] s (breit) H-4" 1,47 [6H] s
H-5 1,47 [6H] s (breit) H-5 1,47 [6H] s

GAID et al. (Daten unveroffentlicht) IsHIGURO et al.’?®

Abbildung 5.38 Identitatsvergleich der ermittelten '"H-NMR-Daten fiir Patulon aus H. calycinum-Zellkultur (links) mit Literaturwer-
ten (rechts). 6: Chemische Verschiebung in ppm mit Anzahl signalgebender Protonen; H—x: Proton-Position am Kohlenstoff-Grund-
gerust; J [Hz]: Kopplungskonstante (mit Signal: s: Singlet; d: Duplett; dd: Duplett von Dupletts; t: Triplett) in Hertz
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5.6.3.4. Aktivitdtsnachweis mit 1,3,7-THX

Bei einem Austausch des Substrates hin zum etwas weniger hydrophilen 1,3,7-Trihydroxyxanthon (1,3,7-
THX) zeigte die rekombinante ,,HcPT“ immer noch enzymatische Aktivitat im HPLC-Screening. Wo in den
Negativkontrollen mit zuvor denaturiertem Protein auBer dem puren Substrat (R, = 8,5 min) kein weiterer
Peak gefunden wurde, erschien in HPLC-Chromatogrammen der Inkubationen in KsPO,4-Puffer ein einzelnes
Produkt (R, =12,6 min; Abbildung 5.39). Bei vergleichbaren, Xanthon-typischen UV-Spektren (UV-Maxima
um 255 nm, 315 nm und 365 nm) von Produkt und Substrat und einer um ca. 4,5 min verzégerten Elution
von der lipophilen HPLC-S&dule konnte ohne weitergehende Strukturaufklarung auf eine Monoprenylierung
von 1,3,7-THX geschlossen werden. Bei gleichen Inkubationsbedingungen (Puffer und Inkubationsdauer)
war das katalytische Verhalten von ,,HcPT“ — Monoprenylierung eines Xanthon-Grundgeristes — somit qua-
litativ ahnlich wie beim Einsatz von 1,3,6,7-THX, nur dass die Substratumformung geringer ausfiel und
folglich 1,3,7-THX ein weniger gut geeignetes Substrat darstellte.
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Abbildung 5.39 HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HcPT mit 1,3,7-THX und DMAPP in K;PO,-Puffer (Tabelle 4.14).
A: HPLC-Chromatogramm, HPLC-Methode 1 (Tabelle 4.16), Detektion: A = 254 nm. N: Negativkontrolle; P: monoprenyliertes Pro-
dukt; R: Referenz (1,3,7-THX); S: Substrat (1,3,7-THX). B: UV-Spektren von ,,S/N/R”. C: UV-Spektrum des Produktes

Wurde fir die Inkubationen das Puffersystem TRIS-HCI (pH 8,0) eingesetzt, so zeigte sich dieses Mal kei-
ne Veranderung in der Qualitdat der PT-Aktivitdt bei selbigem Substrat. Durch Denaturierung inaktivierte
,HCPT” lieferte keine zusatzlichen Produktpeaks, sondern ausschliefllich das eingesetzte Substrat vergleich-
bar mit der HPLC-Analyse der reinen Referenz 1,3,7-THX (Abbildung 5.40). Rekombinante ,,HcPT“ produzier-
te einen Extrapeak im Chromatogramm bei R; = 17,5 min, der im Abgleich der UV-Spektren sehr groBe Ahn-
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lichkeit zum eingesetzten Substrat zeigte und aufgrund der zeitlichen Verschiebung auf die enzymatische
Ankniipfung von einem Isoprenrest schlieRen lieR. Uber die Position der Ankniipfung konnte keine Aussage
getroffen werden, weil sie nicht naher untersucht wurde — denkbar waren sowohl eine Ankniipfung an C-8,
analog der Monoprenylierung von 1,3,6,7-THX durch , HcPT“, sowie an C-2, wie zuvor bereits in Garcinia
spp. gefunden und beschrieben®®?°Y Das Erscheinen eines zweiten enzymatisch gebildeten Produktes wie
beim Substrat 1,3,6,7-THX blieb jedoch in diesem Fall aus. Lediglich die relative Umsetzung von 1,3,7-THX
hin zum monoprenylierten Produkt war in TRIS-HCI-Puffer hoher als in K3sPO,4-Puffer, wie auch schon beim
Einsatz von 1,3,6,7-THX. Daher konnte als Folge dieser Ergebnisse eine allgemein groRere PT-Aktivitat von
,HCPT“ in TRIS-HCI-Puffer festgehalten werden.
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Abbildung 5.40 HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HcPT mit 1,3,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI-Puffer (Tabelle
4.14). A: HPLC-Chromatogramm, HPLC-Methode 2 (Tabelle 4.16), Detektion: A = 254 nm. N: Negativkontrolle; P: monoprenyliertes
Produkt; R: Referenz (1,3,7-THX); S: Substrat (1,3,7-THX). B: UV-Spektren von ,,S/N/R“. C: UV-Spektrum des Produktes

5.6.3.5. Aktivitdtsnachweis mit 1,3,5,6-THX

Mit 1,3,5,6-Tetrahydroxyxanthon (1,3,5,6-THX) wurde ein strukturverwandtes Substrat getestet, das im
HPLC-Chromatogramm in Spuren ein wahrscheinlich prenyliertes Produkt ergab. Da die Substratumfor-
mung jedoch im Vergleich zu den vorher beschriebenen mehrfach hydroxylierten Xanthonen derart gering
war (kein deutliches Produktsignal, nur sehr dhnliches UV-Spektrum wie das Substrat), wurden intensivere
Untersuchungen zur Methodenverbesserung und Steigerung dieser Umsetzung nicht weiterverfolgt.
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5.6.4. Aktive HcPT-1 aus Sf9-Zellen

Die zweite aktive AS-PT aus H. calycinum zeigte auch in in vitro-Enzymassays, dass sie in der Lage war hy-
droxylierte Xanthon-Grundgeriste mit einem DMAPP-Rest zu versehen (Tabelle 5.14). Im Vergleich zur vor-
her beschriebenen ,,HcPT“ wurde von dieser PT das dreifach hydroxylierte Xanthon bevorzugt und besser
umgesetzt als das vierfach hydroxylierte Substrat. Dabei war insgesamt betrachtet die Aktivitat mit 1,3,7-
THX auf dhnlichem Niveau, die Akzeptanz von 1,3,6,7-THX fiel jedoch stark und war nur noch in Spuren
nachweisbar. Da bei den gleichen eingesetzten Substraten die gleichen monoprenylierten Produkte —iden-
tifiziert Gber Abgleiche von Elution (R;) und UV-Spektren mit den Ergebnissen von ,HcPT" (siehe 5.6.3) —
auftraten, wurde an dieser Stelle auf eine eigene HPLC-Dokumentation verzichtet (siehe Anhang 10.4.3).

Tabelle 5.14 Ubersicht der von HcPT-1 mit DMAPP umgesetzten Substrate

Substrate Monoprenylierung
(0] OH (0] OH
HO HO s
‘ O + DMAPP oder O O
O OH (©) OH
1,3,7-Trihydroxyxanthon OH 1,3,7-Trihydroxy-2-prenylxanthon
1,3,7-Trihydroxy-8-prenylxanthon
(0] OH
HO.
O O + DMAPP Spuren eines enzymatischen Produktes detektierbar
HO O OH
1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon

* vermutete, d.h. nicht néher bestimmte Position der Prenyl-Seitenkette

5.6.5. Aktive HcPT-2 aus Sf9-Zellen

Tabelle 5.15 Ubersicht der von HcPT-2 mit DMAPP umgesetzten Substrate

Substrate Monoprenylierung Diprenylierung

o OH
HO
ool :
HO O OH

1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon

Patulon
X 7

OH O
80

OH HO (0]

(0] OH
1,3,7-Trihydroxy-8-prenylxanthon 3-Dehydroxypatulon

HO.
oder und
O O + DMAPP
¢} OH
1,3,7-Trihydroxyxanthon O  OH
ROSON
0 OH

1,3,7-Trihydroxy-2-prenylxanthon

1,3,7-Trihydroxy-2,4-diprenylxanthon

* vermutete, d.h. nicht ndher bestimmte Position der Prenyl-Seitenketten
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Mit ,HcPT-2“ stand eine dritte AS-PT aus H. calycinum fir Aktivitatsassays bereit. Wie die beiden zuvor
beschriebenen PTs fand sich das Substratspektrum auch hier im Bereich der mehrfach hydroxylierten Xan-
thone (Tabelle 5.15). Eine neue Aktivitat im Vergleich zu ,HcPT“ und ,HcPT-1“ konnte nicht gefunden
werden, jedoch war es die Art und Weise, wie sich die rekombinante ,HcPT-2“ verhielt, die eine nahere
Betrachtung interessant machte.

Inkubationen mit DMAPP und dem bevorzugten Substrat 1,3,6,7-THX in TRIS-HCI-Puffer (pH 8,0) ver-
liefen wie bei ,HcPT“, allerdings produzierte ,HcPT-2“ nicht die monoprenylierte Zwischenstufe 1,3,6,7-
TH8PX, sondern vollfihrte gleich zwei Prenylierungen ohne Intermediat-Freisetzung und formte das Sub-
strat direkt zu Patulon um (Abbildung 5.41). Die Verschiebung der R, und die charakteristische Verdnderung
des UV-Absorptionsspektrums von ,S“ zu ,,P“ dienten als wichtigste Parameter zur Identifizierung des Reak-
tionsproduktes im Vergleich mit den Ergebnissen der Strukturaufklarung bei ,HcPT“ (siehe 5.6.3.3).
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Abbildung 5.41 HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HcPT-2 mit 1,3,6,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI-Puffer.
A: HPLC-Chromatogramm, HPLC-Methode 3, Detektion: A = 292 nm. N: Negativkontrolle; P: Produkt (Patulon); S: Substrat (1,3,6,7-
THX). B: UV-Spektren von ,,S/N“. C: UV-Spektrum von ,,P“

Bei gleichen Reaktionsbedingungen wie zuvor wurde mit der Verwendung des weniger hydroxylierten
Substrates 1,3,7-THX entgegen den Erwartungen sogar noch ein Produktpeak mehr detektiert als bei der
bisher aktivsten ,HcPT“. Angenommen worden war ein einzelner Produktpeak fir 3-Dehydroxypatulon,
entsprechend der Aktivitat mit 1,3,6,7-THX. Die Umformung verlief zwar nur in geringem Ausmal, aber es
waren neben dem monoprenylierten Produkt ,P1“ (R;=12,8 min) und dem vermuteten Patulon-Derivat
,P2“ (R = 14,9 min) mit ,,P3“ ein noch spater eluierter Peak zu finden (Abbildung 5.42). Die Verschiebung
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der R; von ,,P1“ zu ,,P3“ um ca. 4-5 min war bei der hierbei verwendeten HPLC-Methode ein typisches Un-
terscheidungsmerkmal fir die Anbindung einer Prenyleinheit, wie es bereits der Unterschied der Elutionen
von Substrat und ,P1“ zeigte. Auszugehen war also im Fall des zuletzt detektierten Produktes von einem
zweifach prenylierten Xanthon-Grundgeriist, dessen aromatisches System wahrend der Reaktion nicht
verandert wurde (siehe Ahnlichkeit der UV-Spektren), dessen Lipophilie jedoch im Gegensatz zum ebenfalls
diprenylierten Patulon-Ableger erhoht sein musste. Nur so liel§ sich die verzogerte Detektion erkldren, die
auf die Anknipfung der beiden lipophilen Kohlenwasserstoff-Seitenketten an unterschiedlichen C-Ato-
men®®? wahrscheinlicher noch an unterschiedlichen Seiten des Substrates zur Maskierung hydrophiler
Substituenten am Molekdil, zuriickzufiihren war.
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Abbildung 5.42 HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HcPT-2 mit 1,3,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI-Puffer. A: HPLC-
Chromatogramm, HPLC-Methode 3, Detektion: A =292 nm. N: Negativkontrolle; P1: Produkt 1 (1,3,7-TH8PX); P2: Produkt 2 (3-De-
hydroxypatulon); P3: Produkt 3 (1,3,7-TH6,8DPX); S: Substrat (1,3,7-THX). B: UV-Spektren von ,S/N“. C: UV-Spektrum von ,P1“.
D: UV-Spektrum von ,P2“. E: UV-Spektrum von ,P3“
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Da es neben der rekombinanten Volllange-Version von ,HcPT-2“ noch eine verkirzte (,HcPT-2_oT"; sie-
he 5.4.3.2) und eine GFP-markierte (,,HcPT-2-GFP“) sowie eine verkirzte und gleichzeitig GFP-fusionierte
PT-Variante (,,HcPT-2_oT-GFP“; siehe 5.4.3.3) gab, wurden auch diese exemplarisch mit 1,3,6,7-THX auf ihre
Aktivitat getestet. Die um das putative Transitpeptid N-terminal verkiirzte ,,HcPT-2_oT“ zeigte im Vergleich
zum natirlichen Enzym identische Aktivitat, war also nicht in ihrer Funktion beeinflusst. Die fluoreszenz-
markierten Fusionsproteine hingegen verloren durch das Anheften des l6slichen eGFPs ihre komplette
Funktionalitat, sei es einer Protein-Fehlfaltung wahrend der Biosynthese oder aber einer sterischen Blocka-
de des aktiven Zentrums bzw. wichtiger Bindungspositionen an ,HcPT-2“ durch das Fluoreszenzprotein ge-
schuldet.

5.6.6. Aktive HpPT-1 aus Sf9-Zellen

Rekombinante ,,HpPT-1“ zeigte qualitativ die gleiche enzymatische Aktivitat wie ,HcPT” (Tabelle 5.16),
guantitativ war diese AS-PT hingegen generell schwacher aktiv. Es wurde 1,3,7-THX einmal mit DMAPP pre-
nyliert, und 1,3,6,7-THX erschien nach Extraktion des Reaktionsansatzes sowohl monoprenyliert als auch
diprenyliert als Patulon (siehe Anhang 10.4.4). Ein Reaktionsprodukt von 1,3,5,6-THX und DMAPP, welches
,HCPT“ schon nur in minimaler Menge lieferte, war mit ,HpPT-1“ nicht zu detektieren.

Tabelle 5.16 Ubersicht der von HpPT-1 mit DMAPP umgesetzten Substrate

Substrat Monoprenylierung Diprenylierung

O OH |
HO. o OoH
O O + DMAPP HO. >
HO O OH
HO o OH

1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon

1,3,6,7-Tetrahydroxy-8-prenylxanthon Patulon
o OH o OH
HO. HO * P
O O + DMAPP oder O O -
O OH O OH
1,3,7-Trihydroxyxanthon OH 1,3,7-Trihydroxy-2-prenylxanthon

1,3,7-Trihydroxy-8-prenylxanthon

* vermutete, d.h. nicht ndher bestimmte Position der Prenyl-Seitenkette

5.6.7. Aktive HpPT-2 und HpPT-6 aus Sf9-Zellen

Die rekombinante ,HpPT-2“ unterschied sich von allen bisherigen PTs aus Johanniskraut in ihrer Funk-
tion. Hydroxylierte Xanthone, die bei den anderen untersuchten AS-PTs die besten Substrate darstellten,
wurden von ,HpPT-2“ nicht umgesetzt, jedoch wurde enzymatische Aktivitdt beim Einsatz des Acylphloro-
glucin-Derivates PIBP als Ausgangsstoff gefunden (Tabelle 5.17).
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Tabelle 5.17 Ubersicht des von HpPT-2 mit DMAPP oder GPP umgesetzten Substrates

Substrate Monoprenylierung Diprenylierung
OH O

OH O

N *
3',5'-Diprenylphlorisobutyrophenon
/©£H/ Ll HO' OH
HO OH oder

1-(3-Prenyl-2,4,6-trihydroxyphenyl)-
2-methylpropan-1-on

Phlorisobutyrophenon

3,5-Dihydroxy-2-isobutyryl-6,6-bisprenyl-
cyclohexa-2,4-dien-1-on

OH O
A AN *
HO OH
OH O 3'-Geranylphlorisobutyrophenon

und/oder
+GPP -
HO OH

Phlorisobutyrophenon

8-Isobutyryl-2-methyl-2-(prenylmethyl)chromanyl-5,7-diol

* vermutete, d.h. nicht ndher bestimmte Position der Prenyl-Seitenketten

5.6.7.1. Aktivitdtsnachweis von HpPT-2 mit PIBP und Strukturanalyse des Produktes ,,P2“

Bei Verwendung des Prenyldonors DMAPP konnten im Gegensatz zur Negativkontrolle bei fast voll-
standiger PIBP-Umsetzung gleich zwei neue, zusdtzliche Peaks im HPLC-Chromatogramm gefunden werden,
die sich im UV-Spektrum nicht wesentlich von dem des Substrates unterschieden und hinter denen sich
aufgrund der erfahrungsgemafen Verschiebung in der Retentionszeit ein monoprenyliertes (R, = 13,5 min)
und ein zweifach prenyliertes Produkt (R; = 14,8 min) verbargen (Abbildung 5.43). Bei dem einfach preny-
lierten Produkt war die Position der Anknipfung am Aromaten hoéchstwahrscheinlich eines der freien
C-Atome des Benzolringes, analog der bei ZHOU et al.?) oder BousakIr et al.”*® beschriebenen Katalyse.
Fiir ,,P2“, das unter Einfluss von ,,HpPT-2“ mit zwei Isopreneinheiten verknipft wurde, waren zwei unter-
schiedliche Varianten denkbar. Einerseits konnte an beiden unsubstituierten, aromatischen C-Atomen je-
weils ein Prenylrest gebunden werden, jedoch war es auch moglich, dass wie bei der Biosynthese von
Patulon (siehe 5.6.3.3) beide Molekiile DMAPP auf dasselbe C-Atom Ubertragen wurden bei gleichzeitiger
Aufhebung des aromatischen Systems im Benzolring, wie es fiir PIBP und andere Acylphloroglucin-Derivate
ebenfalls schon publiziert wurde™Y. Ein Indiz fir letzteren Reaktionsablauf mochte die Verschiebung des
Maximalpeaks im UV-Spektrum von 286 nm des Substrates hin zu 291 nm sein, ahnlich der Absorptions-
wellenldange des Patulons mit ahnlicher Partialstruktur. MS- und NMR-Untersuchungen missen zur Struk-
turaufkldrung jedoch kiinftig erst noch durchgefiihrt werden, um genauere Aussagen treffen zu konnen.
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Abbildung 5.43 HPLC-Untersuchung von Standard-Inkubationen von HpPT-2 mit PIBP und DMAPP (schwarz) oder GPP (blau) in
TRIS-HCI-Puffer. A: HPLC-Chromatogramm, HPLC-Methode 1, Detektion: A = 286 nm. N: Negativkontrolle; P1: Produkt 1; P2: Pro-
dukt 2; S: Substrat (PIBP). B: UV-Spektren von ,S/N“. C: UV-Spektren von ,,P1“. D: UV-Spektren von ,P2“

Wurde testweise fir diese AS-PT mit GPP ein Cyo-Terpenrest als Prenyldonor eingesetzt, so lieRen sich
interessanterweise ebenfalls zwei neue Produktpeaks im HPLC-Chromatogramm detektieren (Abbildung
5.43). Bei vergleichbar hoher Umwandlung von PIBP lieferten die Retentionszeiten (R;= 13,5 min und
14,8 min) und auch UV-Spektren beider Produkte starke Ahnlichkeit zu den Daten aus der vorherigen Reak-
tion mit DMAPP, nur lasst dieses Ergebnis keine allzu einfache Schlussfolgerung zu. Das Auftreten und die R;
von ,,P1“ kann nur schwierig erklart werden, da im Abgleich mit der Monoprenylierung mittels DMAPP in
dieser Reaktion schliefRlich nicht auf eine Reaktion eines halben Molekiils GPP mit dem Substrat PIBP ab-
gezielt werden kann. Es musste sich also entweder um Verunreinigungen des GPP aus der chemischen Syn-
these handeln, bei dem u.a. DMAPP als Nebenprodukt den Peak fiir ,,P1“ bewirkte, oder aber um einen
Artefakt des GPP, das sich moglicherweise aufgrund einer Kohlenwasserstoffkettenfaltung ahnlich lipophil
auf der RP-HPLC-Saule verhielt wie die nur halb so lange Kette des DMAPP zuvor. Fiir ,,P2“ konnte hingegen
vereinfacht angenommen werden, dass es sich um monogeranyliertes PIBP handeln musste, weil in der
Summe bei beiden Produkten ,P2“ die gleiche zeitliche Verschiebung der Elution in der HPLC-Analyse auf-
trat und auf eine gleiche Anzahl angehadngter C-Atome — namlich jeweils zehn Stlick — und somit gleich star-
ke Erhéhung der Lipophilie schlieBen lieR. Die Anknipfungsposition wurde ebenso wie bei der DMAPP-Re-
aktion an einem der beiden freien C-Atome des Aromaten vermutet?**?°®!, Da sich in diesem Fall das UV-
Spektrum jedoch von dem des Substrates leicht unterschied, vergleichbar mit ,P2“ aus der DMAPP-Reak-
tion, wurden Spekulationen tber die Struktur des Produktes angestellt, die diese Verschiebung des UV-
Maximums erklarten. Als mogliche Struktur wurde ein monogeranyliertes PIBP-Derivat postuliert (Tabelle
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5.17), welches einen Ringschluss dhnlich dem Hyperxanthon E (Abbildung 4.7)*” durchlief. Dadurch kénnte
das aromatische System Uber das Belegen einer der phenolischen Hydroxylgruppen beeinflusst und gleich-
zeitig die Hydrophilie des Produkt-Molekiils herabgesetzt werden, was jedoch rein spekulativ ist.

Eine einmalig durchgefiihrte MS-Analyse mit gesammelten, extrahierten Inkubationsansatzen
(Abbildung 5.44) lieferte zwei Hauptsighale von Molekiil-lonen [M-H]* bei m/z=195 (Substrat im
Negativmodus) und m/z =331 (,P2“), was der Masse des Substrates PIBP (M = 196,20 g/mol) plus der
Masse des GPP (M =137,25g/mol) entsprach. Zwei Massen fehlten wegen eines durch die Geranyl-
Seitenkette substituierten Wasserstoff-Atoms (M =1,0 g/mol) und wegen der Messung im negativen
lonisierungsmodus. Sowohl zu der vorhergesagten, moglichen offenkettigen Produktstruktur als auch der
cyclisierten Variante korrelierte dieses Produktsignal. Die Aufspaltung des Produktsignals durch die MS/MS-
Kopplung lieferte u.a. einen Peak fiir das degeranylierte Acylphloroglucin-Grundgerist (m/z = 194). Somit
konnte eine vermutete Geranylierung des Substrates wahrend der Inkubation mit ,HpPT-2“ tatsachlich
angenommen werden, was jedoch keiner Identifizierung der Molekilstrukturen gleichkam. Gerade bedingt
durch das wahrscheinliche Vorliegen von Strukturisomeren war eine nachgeschaltete NMR-Untersuchung
unabdingbar, um sowohl die Position des Geranylsubstituenten als auch die Frage nach der Cyclisierung der
Geranyl-Seitenkette am Aromaten zu klaren. Eine in grolem Ansatz gewonnene Probe des geranylierten
Produktes ,P2“, gewonnen in unserer AG von MARCO GRULL, befindet sich in Vorbereitung zur
NMR-Vermessung.
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Abbildung 5.44 MS-Analyse des Produktes ,P2“ aus einer Standard-Inkubation von HpPT-2 mit PIBP und GPP in TRIS-HCI-Puffer.
A: Massenspektrum (EMS ESI neg) des aus dem Inkubationsansatz isolierten Produktes ,P2“. B: MS/MS-Spektrum (EPI neg) der
Fragmentierung des MS-Signals vom Molekul-lon bei m/z = 331

5.6.7.2. Aktivitdtsnachweis von HpPT-6 mit dem monogeranylierten Produkt von HpPT-2

Eine weitere Besonderheit wurde bei Experimenten mit der rekombinanten ,HpPT-6“ entdeckt. Diese
zeigte alleine keine enzymatische Aktivitdit beim Substratscreening mit vorausgewdhlten Aromaten
(Abbildung 4.7), akzeptierte aber in testweise kombinierten Inkubationsansatzen mit ,HpPT-2“ deren
Produkte ,P2“ (Abbildung 5.43).
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Tabelle 5.18 Ubersicht der von HpPT-6 mit DMAPP umgesetzten Substrate bzw. vermutlichen Produkte von HpPT-2

Substrate (Produkte von HpPT-2)

Monoprenylierung

OH O

N HO

1-(3-Geranyl-2,4,6-trihydroxyphenyl)-
2-methylpropan-1-on

OH

oder

1-(5,7-Dihydroxy-2-methyl-2-(4-methylpent-3-en-1-yl)
chroman-8-yl)-2-methylpropan-1-on

OH O

1-(3,5-Diprenyl-2,4,6-trihydroxyphenyl)-
2-methylpropan-1-on

+ DMAPP oder

1-(3-Geranyl-5-prenyl-2,4,6-
trihydroxyphenyl)-2-methylpropan-1-on

+ DMAPP

1-(5,7-Dihydroxy-2-methyl-2-
(4-methylpent-3-en-1-yl)-6-prenylchroman-|
8-yl)-2-methylpropan-1-on

Spuren eines enzymatischen Produktes detektierbar

* vermutete, d.h. nicht ndher bestimmte Position der Prenyl-Seitenkette

Enzymassays, in denen PIBP und beide Prenyldonatoren DMAPP/GPP mit beiden rekombinanten AS-PTs
inkubierten, zeigten nach Extraktion im HPLC-Chromatogramm (Abbildung 5.45) einen Hauptpeak (R;=
16,8 min), der in vorherigen Untersuchungen und der Negativkontrolle nicht gefunden werden konnte und
nur in dieser PT-Kombination auftrat. Gleiche Ergebnisse waren zu beobachten, wenn ausschlieflich
,HPPT-6 in Verbindung mit DMAPP und den einzelnen, extrahierten Reaktionsmischungen von ,,HpPT-2“
(siehe 5.6.7.1) als Substrat getestet wurde. Die Verschiebung der R; um ca. 2 min von ,S2“ zu ,P“ passte zu
einer Addition von einem Molekil DMAPP, und auch das UV-Spektrum erschien dem des ,S2“ nahezu
identisch. Leider lieB sich im Rahmen dieser Arbeit erneut nur eine Annahme Uber die Struktur des Produk-

tes aufstellen, die in zukiinftigen Identifizierungsversuchen erst noch gepriift und bewiesen werden muss.

Es ist jedoch aus der Erfahrung mit anderen untersuchten PTs heraus naheliegend, dass die in Tabelle 5.18

vorgeschlagenen Strukturen fir ,,P“ eine sehr wahrscheinliche Losung anbieten. Denkbar ist sonst nur noch
eine Struktur, bei welcher sich Geranyl- und Prenylrest am selben C-Atom anlagern — vergleichbar Patulon
oder den MPAPs nach Li et al.'**". Jedoch kann dies ohne MS und NMR nur spekuliert werden.
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Abbildung 5.45 HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HpPT-6 mit bereits von HpPT-2 prenyliertem PIBP und DMAPP
in TRIS-HCI-Puffer. A: HPLC-Chromatogramm (blau: Vergleichsldufe fir HpPT-2 mit DMAPP/GPP), HPLC-Methode 1, Detektion:
A =286 nm. N: Negativkontrolle; P: prenyliertes Produkt; S1: Substrat 1 (PIBP); S2: Substrat 2 = Produkt 2 aus HpPT-2-Ansatz (gera-
nyliertes PIBP). B: UV-Spektren von ,S1/N“. C: UV-Spektren von ,S2“. D: UV-Spektrum von ,,P“

5.6.8. Aktive HpPT-5 aus Sf9-Zellen

Auch die rekombinante ,HpPT-5“ zeigte PT-Aktivitdat mit mehrfach hydroxylierten Xanthon-Grund-
gerilsten und reihte sich neben ,HcPT*, ,HcPT-1“ und ,HpPT-1“ in die Liste der AS-PTs ein, die sowohl an
1,3,6,7-THX als auch an 1,3,7-THX jeweils eine Isopreneinheit knlipften (Tabelle 5.19). Eine Besonderheit
bei ,,HpPT-5“ war die wirklich gute Akzeptanz von 1,3,7-THX, welches spezifisch und so gut wie vollstdndig
innerhalb der Standard-Inkubationszeit von 30 min zu einem monoprenylierten Xanthon umgesetzt wurde
(Abbildung 5.46). ,,HpPT-5“ war somit die geeignetste PT aus Johanniskraut fiir 1,3,7-THX und formte zu-
satzlich aus dem anderen aktiven Substrat ein monoprenyliertes Produkt, qualitativ und quantitativ ver-
gleichbar zu den katalysierten Reaktionen der zuvor betrachteten AS-PTs (siehe Anhang 10.4.5).

123
Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



5 | Ergebnisse

Tabelle 5.19 Ubersicht der von HpPT-5 mit DMAPP umgesetzten Substrate

(0] OH

1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon

Substrate Monoprenylierung
(0] OH O OH
HO. HO. * G
O O + DMAPP oder O O
O OH O OH
1,3,7-Trihydroxyxanthon OH 1,3,7-Trihydroxy-2-prenylxanthon

HO.
O O + DMAPP
HO (©) OH

1,3,7-Trihydroxy-8-prenylxanthon

O OH
BeSe
HO 0 OH

1,3,6,7-Tetrahydroxy-8-prenylxanthon

* vermutete, d.h. nicht ndher bestimmte Position der Prenyl-Seitenkette
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Abbildung 5.46 HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HpPT-5 mit 1,3,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI-Puffer (Tabelle
4.14). A: HPLC-Chromatogramm, HPLC-Methode 1 (Tabelle 4.16), Detektion: A = 254 nm. N: Negativkontrolle; P: monoprenyliertes
Produkt; S: Substrat (1,3,7-THX). B: UV-Spektren von ,S/N“. C: UV-Spektrum von , P“

5.6.9.

Aktive HpPT-8 aus Sf9-Zellen

Auch ,HpPT-8“ zeichnete sich in den Testungen als eine PT mit Xanthon-Aktivitdt aus, wie sie bereits in
gleicher Weise bei ,HcPT”, ,HcPT-1“, ,HpPT-1“ und , HpPT-5“ beschrieben wurde (Tabelle 5.20). Die Sub-
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strate 1,3,6,7-THX und 1,3,7-THX konnten nach Einwirkung von rekombinanter , HpPT-8“ mit DMAPP zu
einem geringen Prozentsatz jeweils als ihre monoprenylierten Derivate in HPLC-Analysen detektiert werden
(siehe Anhang 10.4.6). Fur 1,3,6,7-THX konnte auBerdem auch die Bildung von Patulon nachgewiesen wer-
den. Zusatzlich zu diesen beiden Xanthonen waren im Substratscreening geringe Mengen von mdglichen
monoprenylierten Produkten aus PIBP und 2,3%,4,6-THB anhand ihrer UV-Spektren zu entdecken. Fir diese
vermutete Aktivitat bedarf es aber aufgrund beschrdnkter Substratmengen und der limitierten enzyma-
tischen Produktbildung weiterer Untersuchungen bzw. Optimierungen, bevor sichere Aussagen getroffen
werden kénnen.

Tabelle 5.20 Ubersicht der von HpPT-8 mit DMAPP umgesetzten Substrate

Substrate Monoprenylierung Diprenylierung

O OH |
HO. (0] OH
O O + DMAPP HO
HO 0 OH
HO o oH

1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon

1,3,6,7-Tetrahydroxy-8-prenylxanthon Patulon
(0] OH (0] OH
HO. HO. . =
O O + DMAPP oder O O -
(0] OH O OH
1,3,7-Trihydroxyxanthon OH 1,3,7-Trihydroxy-2-prenylxanthon

1,3,7-Trihydroxy-8-prenylxanthon

OH O
/@i\H/ + DMAPP Spuren eines enzymatischen Produktes detektierbar =
HO OH

Phlorisobutyrophenon
OH

(0]
HO
0 O + DMAPP Spuren eines enzymatischen Produktes detektierbar -
HO OH

2,3',4,6-Tetrahydroxybenzophenon

* vermutete, d.h. nicht ndher bestimmte Position der Prenyl-Seitenkette
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6  DISKUSSION

6.1. Aromatische Sekundarstoffwechsel-Prenyltransferasen

Die Prenylierung von Naturstoffen ist ein grundlegender Erklarungsansatz fiir deren grofRe Diversitat,
und nicht selten ist eine Funktion oder vorhandene Bioaktivitat solcher natiirlichen Produkte zwingend von
einer Prenylierung abhéngig[297]. Die Enzyme aus der Superfamilie der Prenyltransferasen (PTs) katalysieren
dabei die notwendigen Kondensationsreaktionen von Prenyleinheiten auf sehr unterschiedliche Akzeptor-
Molekule, die von kleinen aliphatischen/aromatischen Biomolekilen bis zu den hochmolekularen Proteinen
oder Nukleinsauren reichen. Wie bereits in der Einleitung vorgestellt (siehe 1.3), sind fiir die vorliegende
Arbeit die aromatischen Sekundarstoffwechsel-PTs (AS-PTs) von Interesse. Vertreter dieser grolen PT-Un-
tergruppe bevorzugen kleine aromatische Substrate (u.a. Acylphloroglucine (APs), Flavonoide, Xanthone,
Cumarine, Indolalkaloide), aus denen sie durch den Transfer von hauptsichlich Dimethylallyl- und/oder
Geranylresten — regular iber deren C—1- oder invers Uliber deren C—3-Atom — bioaktive Sekundarmetabolite
formen. Ausgehend von der Protein-Primarstruktur sowie den strukturellen und biochemischen Eigenschaf-
ten lassen sich die AS-PTs nach WINKELBLECH et al.""*® weiter unterteilen (Abbildung 6.1).

aromatische Sekundarstoffwechsel-
Prenyltransferasen (AS-PTs)

|6sliche AS-PTs
(ABBA-Superfamilie)

NphB/CloQ- DMATS-
Familie Familie

Abbildung 6.1 Einteilung von Sekundarstoffwechsel-Prenyltransferasen. Grau schraffiert: AS-PTs aus Bakterien und Pilzen; NphB/
CloQ: Phenol- / Naphthalin-/ Phenazin-PTs; DMATS: Indol- / Tyrosin-PTs (Dimethylallyltryptophan-Synthasen); rot hinterlegt: Ziel-
enzyme dieser Arbeit

In Bakterien (v.a. Streptomyces-Arten) und Pilzen (v.a. Claviceps- und Aspergillus-Arten) existieren cyto-
solische AS-PTs, die sich durch eine besondere Proteinstruktur auszeichnen. Vorliegende Rontgenkristall-
strukturen zeigen, dass diese Enzyme in ihrer Sekundarstruktur ein 10-strangiges, antiparalleles B-Faltblatt
aus funf sich wiederholenden appa-Strukturmotiven (namensgebend fir die Superfamilie der ABBA-PTs)
bilden. Diese B-Faltblattstruktur formt innerhalb der I6slichen AS-PTs einen Fass-dhnlichen Reaktions-
zylinder, in dem die Prenylierungen stattfinden!*®*%>%¢7] purch die so entstehende, relativ groRe enzyma-
tische Bindetasche lasst sich die fur die ABBA-PTs typische breite Substratspezifitat in Bezug auf Stickstoff-
haltige und -freie aromatische Prenylakzeptoren erklaren®®?*°!. sowohl die Loslichkeit im Cytosol als auch
die verhaltnismaRig weitgefasste Akzeptanz unterschiedlicher aromatischer Substrate sind Unterschei-
dungsmerkmale zu den Charakteristika von membranstandigen AS-PTs aus Pflanzen®*®*%! die bereits bei
der theoretischen, bioinformatischen Vorab-Klassifizierung angesprochen wurden (siehe 5.2.3). Fir die |0s-
lichen Enzyme ist darliber hinaus auch ihre Primarstruktur charakteristisch: Sie besitzen keine Aspartat-rei-
chen konservierten Motive im Vergleich zu den pflanzlichen AS-PTs. Nicht einmal das verkirzte erste Motiv
(N/D)DxxD, was bei den zuletzt genannten PTs fiir die Anlagerung von divalenten Kationen zur Bindung des
Prenyldiphosphats notwendig ist?763% taucht in den Proteinsequenzen auf. Demzufolge ist es auch nicht
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verwunderlich, dass sich die katalysierten Reaktionen von I6slichen AS-PTs der ABBA-Superfamilie nicht von

B“11%2 positiv

zweiwertigen Kationen abhingig zeigen — einzige Ausnahme ist die Mg**-abhangige ,Nph
geladene Aminosauren im aktiven Zentrum ibernehmen stattdessen die Funktion des Mg2+[3°2]. Obwohl sie
viele strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten zeigen sowie evolutiondr miteinander verbunden
sind™*®®3%! |assen sich dennoch die ABBA-PTs nicht nur aufgrund ihres unterschiedlichen Ursprungs, son-
dern auch anhand ihrer Sequenzen und Substratspezifitaten in zwei Untergruppen einteilen™8273% Ayf
der einen Seite stehen die bakteriellen AS-PTs aus der NphB/CloQ-Familie, die bevorzugt Chinone, Naph-
thaline und Phenazine prenylieren. Auf der anderen Seite finden sich die aus Pilzen stammenden Dimethyl-
allyltryptophan-Synthasen (DMATS; u.a. ,FgaPT2“, ,CymD“), deren Substrate vorzugsweise Indol- und
Tyrosin-Grundgeriste sind und die groBe Sequenzahnlichkeit zu der zu allererst entdeckten Tryptophan-PT
,DmaW* (aus Claviceps purpurea, beteiligt an der Mutterkornalkaloid-Biosynthese) zeigen®®*2%!. Innerhalb
ihrer Familien treten bei beiden PT-Gruppen homologe Sequenzen auf, jedoch zeigen sich keine bedeuten-
den Sequenzahnlichkeiten der beiden groRen Untergruppen untereinander.

Alle zwolf im Rahmen der vorliegenden Arbeit (um-)klonierten und untersuchten Enzyme zeigen erwar-
tungsgemaR keine Ahnlichkeiten zu den PTs der ABBA-Superfamilie. Dies war einerseits vorhersehbar, da es
sich beim Johanniskraut um einen pflanzlichen Organismus handelt und ABBA-PTs bisher ausschlief3lich in
Pilzen und Mikroorganismen beschrieben waren®"". Andererseits wurde mit der gewahlten Isolierungs-
strategie selbst gewahrleistet, dass nur Enzyme im Johanniskraut erfasst werden, welche die typischen
Eigenschaften pflanzlicher AS-PTs (siehe 5.2.3) besitzen. Beispielsweise wurden nur cDNA-Sequenzen aus

2201 oxtrahiert und

der subtraktiven cDNA-Datenbank von H. calycinum-Zellsuspensionskulturen von MULLER
vervollstandigt, die sich in Primarstruktur-Abgleichen mit bekannten pflanzlichen AS-PTs aufgrund grofRer
Sequenzhomologie qualifizierten. Weiterhin wurden fiir die Klonierung der ersten AS-PT ,HpPT-1“ aus
H. perforatum, die nach Sequenzvervollstidndigung fortan fir alle weiteren PT-Sequenzsuchen und -Klonie-
rungen als Prototyp herangezogen wurde, spezielle degenerierte Primer verwendet (siehe 5.4.4.1). Diese
Oligonukleotide wurden von zwei Aspartat-reichen Motiven von Flavonoid-/Homogentisat-PTs, zu denen

auch die funktionell neuartige und fir die Hyperforin-Biosynthese interessante ,HIPT-14[*%2%8

gehorte,
abgeleitet — zwei hochkonservierte Sequenzabschnitte, die ausschlieflich bei pflanzlichen AS-PTs vorkom-
men und durch deren Einbindung theoretische ABBA-PTs von Beginn an aussortiert wurden™®. Eben diese
Motive ,,NQxxDxxxD“ und ,KDxxDxxGD“ waren also ein zentraler Ausgangspunkt fiir die molekularbiolo-
gischen Aufgaben im Rahmen dieser Arbeit. Sie wurden durch die Pionierarbeiten auf dem Gebiet der
pflanzlichen AS-PTs von PROF. DR. KAZUFUMI YAzAKI (Universitit Kyoto, Japan) und seiner AGHe168175
177,238301307] aptdeckt und anhand erster vorliegender Sequenzen als ein generell charakteristisches AS-PT-
Familienmerkmal prognostiziert. Wann auch immer in der vorliegenden Arbeit nun Sequenzvergleiche oder
BLAST-Analysen durchzufiihren waren, wurden diese Aspartat-reichen Motive herangezogen. Beim initialen
Erstellen der degenerierten Primer zum Fischen von PT-cDNA-Fragmenten aus H. perforatum (siehe 5.4.4.1)
standen der noch jungen Hypothese allerdings die verhaltnismaRig geringe Anzahl an bekannten Volllange-
Sequenzen zum Vergleich und zum Ableiten der Oligonukleotide gegeniber. Ohne vorliegende Genom-
bzw. Transkriptom-Datenbank des Echten Johanniskrauts bot sich jedoch zum damaligen Zeitpunkt kein
alternativer pragmatischer Klonierungsansatz. Trotz der eher kleinen Stichprobenanzahl wurde sich daher
dennoch auf den publizierten Erfahrungsschatz verlassen, was sich im Nachhinein durch die identifizierte
Struktur der Johanniskraut-PTs aus dieser Arbeit sowie weiterer zwischenzeitlich publizierter pflanzlicher
AS-PTs als allgemeinglltig richtig herausstellte (Abbildung 6.2). Wie das nun erweiterte Alignment beweist,
sind nicht nur die Aminosduren Asparagin (N) und Asparaginsaure (D) innerhalb der angesprochenen
Motive hochkonserviert. Zusatzlich fallt auf, dass auch fast alle weiteren Aminosduren dazwischen sehr ein-
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heitlich erscheinen, d.h. auch diese Positionen aus einer eng limitierten Auswahl unterschiedlicher Amino-
sauren heraus besetzt werden (zwischen 2-5).

0 180 190 200 210 320 330

/1 /1 1

C1-PTla LHNNYVGTYHOYADYEIDKYNKPGLPLASGOLS LLKDIPDEDGDKQ
PcPT CANIYTSATHOLYDYDIDKINKPYLPLYSGEFS AIKDIPDVEGDRE
PsPT1 CANIYTSGINOLYDYDIDKINKPYLPLYSGEFS AIKDVPDVEGDTA
PsPT2 CANIYASGINOYYDYEIDKINKPYLPLVSGDFS HIKDLPDVEGDRA
GnG4DT FIEIYLCGYHOLYDLEIDKINKPHLPHASGAQFS LSKDIPDVEGDKE
GuAGDT FHGYYHAGLHOLCDIETDKINKPHLPLASGETS LFKDIPDIEGDQA
LaPT1 LHITYNCGLNOLCOLEIDKINKPHLPLTSGALS HIKDIPDHEGDEK
SFFPT CIHIFGYGLNOLCOIEIDKINKPDLPLASGKLS LFKDIPDHEGDEK
SFHBDT-1 CIHIFGYGLHOLCDIETIDKINKPDLPLASGKLS LFKDIPDHEGDEK
SFNBDT-3 CSHIFGYGLNOLCDIEIDKINKPDLPLASGKLS LFKDIPDHEGDER
SFNBDT-2 CIHIFDVGLNOLCOIEIDKINKPDLPLASGHLS LFKDIPDHEGDEK
SFilDT IVNIFNCGLHELCOYELDKINKPNLPLYSGELS LFKDIPDIEGDKK
SFGEDT FHNIFHCGFHOLCDIETDKINKPYLPLASGELS LFKDIPDTEGDKK
CLIDT LATAYYIGINOIYDADIDRYNKPYLPIPSGELS NLKDLTDIEGDIK
HaIDT LANAYYIGINOIYDADIDRYNKPYLPIPAGELS HLKDLTOHEGDSK
HIPT-1 GSCFYTAGINOIFDHDIDRINKPDLPLYSGRIS SSKDLSDINGORK
CsPT CIASFTTTINOIYDLHIDRINKPDLPLASGEIS LIKDASDVEGDTK
H1PT-2 LYHIYINGLNOIYDLESDRINKPDLPLAREENS ILKDYPDVEGDKK
HePT-1 STSAFNSGFHOLHDIEIDRINKPDLYLSSGELF ILKDLPDVDGORK
HpPT-2 SYYCYLHATHOIFDYEIDKINKPDSPIASGEHS IIKDLSDIDGORK
HpPT-7 SSFCFYNRINOIFDYDIDRINKPDIPIASGENS ILKDISDVEGDKE
HpPT-4 CGNGYIVGINOIYDIGIDKYNKPYLPIARGOLS ITKDLPDVEGDRK
HpPT-5 CEDCYTSGINOIYDLEIDKINKPYLPVASGELS FHKDLSDLEGDKQ
HePT CTCFFTSGINOIFDYETDKINKPDLPLSTGELS ILKDISDYEGDKE
HpPT-1 CTCFFTSGINQIFDIETDRINKPDLPLSTGELS TILKDISDVEGDRE
HpPT-8 CTCFFTSGINOIFDIETDRINKPDLPLSTGELS ILKDISDVEGDIV
HePT-2 CTYFFTSGYHOISDIETDKINKPDLPLSSGELS ILKDISDIEGDIK
HpPT-3 CSHIYARRTHOTFDIETDKINKPYLPLCTGEIS IVKDIPDVEGDKK
HpPT-6 CANYYATGYNOIFDIETDKINKPHLPLCSGEYS ILKDIPDIEGDRK
HpPT-9 CANSYHIGINDIYDIEIDKINRPDLRLTSRDQQ FLKDIRDHEGDII
Consensus C...Y..gil0i.D,eiDkiNKPdLPL,sGelS «+KDipD.eGD. k

Abbildung 6.2 lllustration hochkonservierter Aspartat-reicher Motive von publizierten pflanzlichen AS-PTs und klonierten Johannis-
kraut-AS-PTs aus der vorliegenden Arbeit im Aminosaure-Sequenzvergleich (fir PT-Informationen siehe 8.1; flr vollstéandiges Align-
ment siehe Anhang 10.3). Rot: hochkonservierte Aminosauren; blau: semikonservierte Aminosauren

Zwei weitere typische Proteinmerkmale aller bisher bekannten AS-PTs aus Pflanzen sind das Vor-
handensein mindestens einer, erfahrungsgemaR eher mehrerer transmembranarer a-Helices (TMHs) und
eines N-terminalen Transitpeptids™®>*”?%¥_ Mit den beiden validierten Online-Tools TMHMM und SOSUI
(siehe 3.9) wurden die zuverlassigsten und einheitlichsten Vorhersagen fiir hydrophobe Protein-Domanen
erhalten, die tatsachlich auf Integritdt in Biomembranen schlieRen lassen. Fiir alle zwolf untersuchten
Johanniskraut-PTs wurden mindestens fiinf und maximal neun TMHs prognostiziert, was den Anforderun-
gen an pflanzliche AS-PTs genigt. Die Laser-mikroskopischen Analysen der als reprdsentatives Beispiel
herangezogenen, rekombinanten fluoreszenzmarkierten ,HcPT-2“ (siehe 5.2.3.3) stiitzen die theoretischen
Berechnungen und Annahmen zur Membranstandigkeit. In den Biomembranen welcher Zellorganellen
letztlich die Johanniskraut-PTs ihren natirlichen Bestimmungsort haben bzw. in heterologen Expressions-
systemen ihren Ausweichort finden, konnte mit den gegebenen technischen Moglichkeiten bisher nicht
detailliert aufgeklart werden. ,LePGT-1“ als erste publizierte AS-PT830U st im endoplasmatischen
Retikulum (ER) zu finden, und alle weiteren Familienmitglieder, bei deren Veroffentlichung auf die Lokali-

[u.a. 169-171,173,174] Neun der hier

sierung eingegangen wird, sind als plastidire Membranproteine beschrieben
untersuchten Enzyme aus Johanniskraut zeigen in Berechnungen ebenfalls ein putatives N-terminales Chlo-
roplasten-Transitpeptid (cTP), was auf ein dhnliches Verhalten in planta wie flr die publizierten Vertreter
rickschlieRen lasst. Mit ,,HcPT-2“ und ,,HpPT-3“ sind dariber hinaus zwei voraussichtlich in Mitochondrien
vorkommende AS-PTs vorhanden, und ,HcPT-1“ lasst trotz unterschiedlicher Vorhersage-Strategien keine
definitive Aussage Uber einen moglichen Bestimmungsort zu. Es erfiillen somit alle analysierten Johan-
niskraut-PTs auch diese dritte Voraussetzung fiir Mitglieder aus der Enzymfamilie der pflanzlichen AS-PTs
und grenzen sich somit immer weiter von den ABBA-PTs ab. Von allen drei festgelegten AS-PT-Merkmalen
sollte sich im Fall der vorliegenden Johanniskraut-PTs jedoch am wenigsten auf die putative Funktion und
Direktion der TPs verlassen werden. Die Komplexitdt dieser Erkennungssequenzen ist ein bisher nur unzu-

reichend verstandenes Mysterium, v.a. weil es keine allgemeinen, einheitlichen oder gar konservierten
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Aminosauren/Aminosaureabfolgen innerhalb pflanzlicher TPs gibt und sie sich auch in ihrer Lidnge drastisch
unterscheiden kéonnen (,,HpPT-2“: 12 aa, ,,HpPT-5“: 77 aa). Folglich sollten die Vorhersagen durch Software-
Anwendungen mit Vorsicht betrachtet werden, da deren zugrunde liegenden Logarithmen/Quellcodes
gerade bei exzessiver Heterogenitat der Anfragen Grenzen gesetzt sind —so wie jeder theoretischen
Voraussage. In Bezug auf die Verlasslichkeit von Software-gestitzten Prognosen kann mit der phylogene-
tischen Analyse (siehe 5.2.3.4) ein weiterer Aspekt aufgerufen werden. Auf der einen Seite erscheinen alle
Johanniskraut-PTs erwartungsgemal’ nah beieinander und in eng verwandten Kladen, und auch die Ndhe zu
den Acylphloroglucin (AP)-PTs der Cannabaceae und Flavonoid-PTs der Moraceae entspricht unter funk-
tionellen Aspekten den Erwartungen. Auch die klare Abtrennung zu Enzymen des Primarstoffwechsels
entspricht ganzlich den Vermutungen. Andererseits treten aber auch zwei unerklarliche Eingruppierungen
auf: Die evolutionsbezogene Platzierung von ,HpPT-4“ bei den Plastochinon-PTs des Primarstoffwechsels
widerspricht den Ubrigen detektierten Enzymeigenschaften pflanzlicher AS-PTs, und ,HcPT-1“ wird trotz
struktureller Charakteristika eines Sekundarstoffwechsel-Enzyms erst gar nicht zu all den anderen AS-PTs
aus Pflanzen zugeordnet, sondern zeigt mehr Verwandtschaft zu der Priméarstoffwechsel-PT ,FPPS“ aus
einem Sauger-Organismus. Natirlich darf auch diese Vorhersage nicht iberbewertet werden und beun-
ruhigen. Bedenkt man, dass es sich nur um eine hypothetische Prognose zur reinen Veranschaulichung mit
Standardeinstellungen handelt, d.h. kein Anspruch an eine optimierte, ideale phylogenetische Analyse
besteht, so relativiert sich diese vermeintliche Ungereimtheit. Ein weiterer Einflussfaktor auf die Verteilung
ist das Vorliegen polymorpher PT-Gene im Johanniskraut (siehe 5.4), d.h. es existieren zu nahezu jedem
klonierten Gen weitere beinahe identische Varianten, die auf Protein-Ebene zu Isoformen der AS-PTs
fihren (Daten unveroffentlicht). Um den Aufwand des Expressions- und Aktivitdtsscreenings praktikabel zu
halten, wurde sich im Rahmen dieser Arbeit aber nur auf jeweils eine Genvariante (und somit auch Johan-
niskraut-PT) konzentriert, die mehrfach unabhéngig aus Johanniskraut isoliert und kloniert werden konnte.
Diese Tatsache lasst Interpretationsspielraum, ob bereits derart geringfligige Abanderungen der PT-Struk-
tur vielleicht eine andersartige Gruppierung verursachen, was jedoch als vernachldssigbar erachtet werden
kann. Da all diese bioinformatischen Veranschaulichungen keinen Einfluss auf die vorliegenden Resultate
haben, sondern nur die Entwicklung und die strategische Ausrichtung der Arbeiten mitgestalteten, wird
nicht ndaher auf derartige Spekulationen eingegangen. All dem Abwéagen nach liegt die Wahrheit Gber
Proteinursprung, -eigenschaften und -verhalten hochstwahrscheinlich zwischen all den Vorhersagen und

jeglichen Berechnungen der vorliegenden und anderer Arbeiten!* 22!

, und nur fortlaufende Untersu-
chungen werden den tatsachlichen Ist-Zustand in Zukunft aufdecken. Vor kurzem wurde daher bereits von
ELINE BIEDERMANN (AG Wittstock, Institut fir Pharmazeutische Biologie, TU Braunschweig) mit entsprechen-
den Lokalisations-Experimenten im Modell-Organismus Tabak (N. benthamiana) als homologem/adaqua-
tem Expressionssystem begonnen. Tatsachlich zeigten dabei erste untersuchte AS-PTs (u.a. mit YFP C-termi-
nal markierte ,,HcPT-2“) entgegen der mitochondrialen Voraussage eine membranstandige, Chloroplasten-
assoziierte Anordnung in planta (Daten unveroffentlicht).

Ein zusatzliches Attribut pflanzlicher gegenliber bakteriellen oder aus Pilzen stammenden AS-PTs ist
deren obligate Abhingigkeit von divalenten Kationen als Cofaktor. Uber das Aspartat-reiche Motiv
N(Q/D)xxDxxxD binden sie zweiwertige Metallionen, Gber die sich unter Komplexbildung die Diphosphat-
reste der jeweiligen Prenyldonatoren anlagern kénnen. Die zweiwertigen Kationen sind somit unerlasslich
als Bindeglied fir die Katalyse-Reaktion pflanzlicher PTs, wohingegen sie bei ABBA-PTs mit Ausnahme der
Mg”*-abhangigen ,NphB“ nur optional sind. Stattdessen dienen dort positiv geladene Aminoséuren (v.a. Ar-
ginin und Lysin) im aktiven Zentrum zur Bindung und Ausrichtung der Prenyldiphosphate und Gibernehmen
die Funktion divalenter Kationen®”*%! |n einigen Fallen wurde allerdings eine durch Ca** oder Mg?* signifi-
kant gesteigerte PT-Aktivitdt von Enzymen der NphB/CloQ- und DMATS-Familie beobachtet™®**! Die-
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jenigen Johanniskraut-PTs, fir die nun im Rahmen der vorliegenden Arbeit katalytische Aktivitdt nach-
gewiesen wurde (,HcPT”, ,HcPT-1-2“ und , HpPT-1, -2, -5, -6, -8“), zeigen dieselbe enzymatische Abhangig-
keit von divalenten Cofaktoren wie alle bis heute publizierten AS-PTs aus Pflanzen auch, was mit dem
hochkonservierten ersten Motiv und der phylogenetischen Verwandtschaftsndhe zu dhnlich funktionellen
Enzymen leicht begriindet werden kann. Getestete Substrate, die in das im Vergleich zu den ABBA-PTs sehr
limitierte Substratspektrum in Hinblick auf Prenylakzeptoren fielen, wurden von den aktiven Johannis-
kraut-PTs ausschlieRlich im Beisein von Mg”** im Reaktionsansatz in ihre prenylierten Produkte iiberfiihrt.
,HCPT“, die bisher als einzige rekombinante AS-PT aus Johanniskraut mit unterschiedlichen Cofaktoren
getestet wurde (siehe 5.6.3.2)1%%3] zeigt zwar auch mit anderen zweiwertigen lonen Enzymaktivitat, die
jedoch um mehr als die Halfte im Vergleich zu Mg”* verringert ist. Beim Einsatz von Fe?* —in einer fritheren
Publikation bezliglich PT-Aktivitat aus H. calycinum-Zellsuspensionskulturen als geeignetstes Kation evalu-

iert?1® —

sank sie sogar auf ein Viertel der effektivsten Umsetzung ab. Fir die hier vorgestellten PTs aus
Johanniskraut gilt demnach genauso wie fiir tibrige rekombinante, pflanzliche AS-PTs, dass Mg>* den besten
Cofaktor reprasentiert.

Zusammenfassend ist mit den diskutierten Charakteristika eine Ein- und im Speziellen eine Abgrenzung
zu anderen Klassen von AS-PTs recht einfach moglich. Fir ungeklarte Grenzfalle oder eine detailliertere
Betrachtung stehen weitere Eigenschaften zur Verfligung, die man sich zunutze machen kann—z.B. ein
generell hoher pl-Wert, der nicht ungewdhnlich bei Membranproteinen im Gegensatz zu cytosolischen Pro-
teinen ist, oder ein enger pH-Bereich im neutralen bis leicht alkalischen Milieu, bei dem pflanzliche AS-PTs
am besten arbeiten. Auch diese Merkmale sind bei den vorliegenden Johanniskraut-PTs zu finden, fehlen
aber bei den ABBA-PTs. Sie dienen als zusatzlicher Hinweis und stiitzen die Vorhersagen zu den Enzymen,
sind aber keine primaren Unterscheidungsmerkmale und ohne ausgepragte Aussagekraft. Daher werden sie
hier nur der Vollstandigkeit halber erwahnt, spielen jedoch wie auch in anderen Publikationen keine
gewichtige Rolle als weitverbreitete Abgrenzungs- und Charakterisierungsparameter. Allein die theoreti-
schen Moglichkeiten die identifizierten und isolierten PT-Gene sowie deren Genprodukte zu analysieren,
u.a. mit ausfiihrlichen BLAST-Analysen gegeniiber der NCBI-Datenbank, gaben ausreichend Diskussionsstoff
fir ein eigenes Extrakapitel. Mit einem anders ausgerichteten Fokus sei jedoch nur kurz erwahnt, dass alle
betrachteten AS-PTs Sequenzahnlichkeiten zu PTs des Plastochinon- und Vit. E-Stoffwechsels sowie schwa-
cher ausgepragt zur Ubichinon-Biosynthese aufweisen, was sich erwartungsgemall aus der phylogeneti-
schen Analyse ableiten lieR. Letztlich ist die wichtigste Schlussfolgerung, dass alle zw6lf Enzyme aus Johan-
niskraut die bedeutendsten Merkmale der pflanzlichen AS-PT-Familie aufweisen, sich wie alle bekannten
Vertreter verhalten und sich als vielversprechende Kandidaten fir Expressionsanalysen zur Aufklarung von
Sekundarstoffwechsel-Vorgdangen im Johanniskraut qualifizieren.

6.2. Heterologe Expression membranassoziierter Prenyltransferasen

Eine der grofRten Hiirden beim Arbeiten mit den membranstandigen AS-PTs aus Johanniskraut war das
Finden eines nachweislich funktionierenden Expressionssystems, das zuverldssig rekombinante, intakte
Fremdproteine in ausreichender Menge produzieren kann. Mit dem natirlicherweise eukaryotischen Pro-
tein-Charakter der pflanzlichen AS-PTs und der vorhergesagten Membranstandigkeit der zu untersuchen-
den PT-Gene sprechen bereits generell alle Voraussetzungen gegen den Einsatz eines prokaryotischen Ex-
pressionsorganismus. Mit diesen Uberlegungen im Einklang steht auch, dass weder die von MULLER®? klo-
nierte PT , Contig 339(HcPT-3)“ in E. coli zu exprimieren war noch andere pflanzliche, publizierte AS-PTs in

[u.a. 151,169-171,173,175,260] Dennoch

Bakterien zur Aktivitdt gebracht, geschweige denn charakterisiert wurden
unternahm in unserer AG DR. MARIAM GAID einen Expressionsversuch von ,HcPT“ und ,HcPT-2“ in dem

speziellen, kommerziell erwerblichen E. coli-Stamm ,Lemo21(DE3)“ (New England Biolabs) — optimiert zur
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Produktion von Membranproteinen durch fein abstimmbare/titrierbare Kontrolle der T7-RNA-Polymerase-
vermittelten Uberexpression mit dem Inhibitor T7-Lysozym®3*, Zwar erlaubte dieses System die Produk-
tion von membranstindigen Fremdproteinen in nachweisbaren Mengen (SDS-PAGE), aber enzymatische
PT-Aktivitat in in vitro-Assays konnte mit Proteinen aus diesem E. coli-Stamm nicht beobachtet werden
(Daten unveroffentlicht), weshalb selbst das als geeignet beworbene Lemo21(DE3)-System als letztmdg-
liche prokaryotische Option fiir die Expressionsuntersuchungen der AS-PTs ins Abseits geriet.

Als einfachster, anspruchslosester und schnellster eukaryotischer Expressionsorganismus bieten sich die
einzelligen Hefen wie S. cerevisiae an, aus denen die Mehrzahl aller bis heute publizierten AS-PTs aus
Pflanzen, die kloniert und als rekombinante Proteine untersucht wurden, stammen. ,,CsPT—l”[m] wurde

[152,260]

zusatzlich noch in Insektenzellen, ,LePGT1“ und ,HIPT-1“ ausschlieBlich in Insektenzellen sowie

LPcPTY ynd |, PsPT1/21* in Tabak (N. benthamiana) exprimiert und analysiert. Im Gegensatz zu den

R1220) jedoch keine erfolgreiche Expression seiner unter-

zuvor erwahnten, publizierten AS-PTs konnte MULLE
suchten PT-Gene aus Johanniskraut in Hefe nachweisen. Da schlussfolgernd nicht ein einzelnes, gleicher-
malen gut geeignetes Expressionssystem flr alle pflanzlichen AS-PTs zu existieren scheint, war das
Wirtssystem mit der besten Eignung empirisch zu ermitteln. Von diesem Blickwinkel ausgehend wurden
daher exemplarisch die neu-entdeckte ,HpPT-1“ aus H. perforatum und die Uberlassene ,HcPT-2“ aus
H. calycinum in Hefe getestet, jedoch ohne nachweisliche Expression und enzymatische Aktivitat. Ahnliche
Erfahrungen mit pflanzlichen AS-PTs sind beschrieben, und die Suche nach einer Erklarung wurde durch den
erfahrenen PT-Forscher PROF. DR. KAZUFUMI YAZAKI (Universitdt Kyoto, Japan) unterstitzt. Als Fazit der
gemeinsamen Diskussionen ist demnach anzunehmen, dass heterologe Wirtszellen Fremdproteine nicht
einheitlich gut oder schlecht produzieren kénnen, aber generell u.a. wegen unterschiedlicher Codon-Nut-
zung Schwierigkeiten bereiten. Gerade auch Organismus-fremde Signalpeptide bereiten Probleme, da sie
wie im Beispiel ,,HpPT-1“ das rekombinante pflanzliche Zielprotein mit Chloroplasten-Transitpeptid zu Orga-
nellen leiten sollen, die im heterologen Wirt S. cerevisiae jedoch gar nicht vorhanden sind. Dadurch kann es
vorkommen, dass die Wirtszelle keine Destination fiir das rekombinante Membranprotein hat und es auf-
grund eines fehlenden Zielortes entweder — bedingt durch die hydrophoben Transmembranregionen der
AS-PTs — fehlgefaltet und inaktiv im Cytosol verbleibt (Proteinaggregate, engl. inclusion bodies) oder an ei-
nem Ausweichort in eine nicht dafiir vorgesehene Membran eingebaut wird, was héchstwahrscheinlich mit
Fehlfaltungen und einer raumlichen Trennung zu den mdglichen Biosynthese-Substraten einhergeht. Einen
%7 und Akashi et al.™7®
weise das vorhergesagte Transitpeptid ihrer PTs entfernten und so zu enzymatischer PT-Aktivitat gelangten.

dahingehend praktikablen Losungsansatz setzten als Erste SHEN et a um, die test-
Das Verkiirzen der beiden bereits als Volllange-Gen lberexprimierten Johanniskraut-AS-PTs resultierte in
den PT-Varianten ,HpPT-1_oT“ und ,HcPT-2_oT“, die jedoch entgegen den Erwartungen ohne putative
Transitpeptide das gleiche, negative Resultat ohne Enzymaktivitat wie zuvor lieferten. Diesbezligliche Erkla-
rungsversuche greifen erneut die Fehlfaltung im Cytoplasma und verminderte Proteinstabilitdt im fremden
Organismus auf. Es ist auch bisher nicht bekannt, ob die AS-PTs aus Johanniskraut einem posttranslationa-
len Modifizierungsmechanismus unterliegen, der von S. cerevisiae nicht oder nicht korrekt prozessiert wer-
den kann, jedoch grundsatzlich fir die Enzymaktivitat notwendig ist. Ein einzelner dieser aufgefihrten Ge-
sichtspunkte kann bereits Grund genug sein, dass Hefezellen keine aktiven rekombinanten PTs bereit-
stellen, und im schlimmsten anzunehmenden Fall muss sogar von einer Summierung der beschriebenen
Fehlerquellen ausgegangen werden.

Immer noch unter der Voraussetzung, dass iberhaupt rekombinante AS-PTs in den heterologen Wirts-
zellen produziert und angeboten werden, muss die etablierte Methode der Gewinnung von Protein-Frak-
tionen kritisch betrachtet werden. Es ist sicherlich nicht der Enzymstabilitat forderlich, dass das Protokoll
zum Zellaufschluss ein (handisches) Schiitteln der Hefezellen mit Glaskugeln fiir 20 min vorsieht. Dadurch
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wird die Probe wahrend der Isolierung von Protein relativ lange einer starken Scherbelastung ausgesetzt
und trotz Arbeitens bei 4 °C Umgebungstemperatur durch abgegebene Handwarme wahrend des Schiit-
telns thermisch belastet. Erfolgreiche Hefe-Expressionsexperimente innerhalb unserer AG mit anderen
rekombinanten Membranproteinen (u.a. pflanzliche Cytochrom P450-Monooxigenasen)®?, bei denen ein
vergleichbares Protokoll auf Grundlage von PompoN et al.'”*® Anwendung findet, lassen aber eine Dena-
turierung/Inaktivierung von Proteinen wahrend ihrer Extraktion als unwahrscheinlich erscheinen. Bei all
diesen moglichen Diskussionsansatzen zur ausgebliebenen Enzymaktivitat bleibt unweigerlich die berech-
tigte Frage, ob trotz der bei Membranproteinen sehr haufig auftretenden erfolglosen Expression und dem
vollstandigen Verlust von enzymatischer Aktivitat™”® vielleicht doch aktive Johanniskraut-PTs gewonnen
werden konnten. Es ist schlieBlich durchaus denkbar, dass vorliegenden, funktionstlichtigen AS-PTs in den
in vitro-Assays nur solche aromatische Substrate angeboten wurden, die aulRerhalb ihrer Substrat-Spezifitat
liegen. Dieser letzte Ansichtspunkt erscheint jedoch friiher wie heute sehr fragwirdig, v.a. da sich bei der
Auswahl aromatischer Prenylakzeptoren an einfachste Grundgeriiste von in beiden behandelten Johannis-
kraut-Arten natlrlich vorkommenden prenylierten (Sekundar-)Metaboliten gehalten wurde.

All diese Erklarungsansatze beschaftigen sich mit dem Vorhandensein funktionsunfahiger rekombinan-
ter AS-PTs aus S. cerevisiae, die anhand abwesender PT-Aktivitat in in vitro-Enzymassays als inaktiv dekla-
riert werden. Auch wenn generell von einem intakten Expressionsablauf ausgegangen werden kann, so
geben die Ergebnisse der Protein-Gelelektrophorese allerdings einen zuséatzlichen Anlass zur Diskussion,
weil im SDS-Gel keine Zunahme der spezifischen Proteinmenge detektiert werden kann. Deswegen ist nicht
nur die Fehlbildung und der beschleunigte Abbau von Fremdprotein im heterologen Wirt zu beachten,
sondern es muss auch angenommen werden, dass erst gar keine oder maximal unterschwellige Expression
stattfindet. Technische bzw. handwerkliche Fehler — namlich im Produktions-, Extraktions- und Aufarbei-
tungsablauf bis hin zu den Nachweisen mittels Enzymassays — konnen anhand von biologischen Wieder-
holungen der Experimente und Abgleich mit positiven Versuchen an anderen Proteinen in unserer AG
ausgeschlossen werden. Hingegen kann Uberlegt werden, ob in den Wirtszellen moéglicherweise die Induk-
tion fehlschlug oder so schwach war, dass die Fremdprotein-Expression unterhalb der Nachweisgrenze lag.
Das kénnte plausibel erklaren, dass die Uberexpression woméglich gar nicht oder nur in einem geringen
Ausmal} stattfindet. Folglich werden die von den Hefezellen produzierten AS-PTs wegen einer kaum sicht-
baren Zunahme der Bandenintensitdt nicht vor dem proteinreichen Hintergrund der extrahierten Protein-
Fraktionen im SDS-Gel ausgemacht. Betrachtet man bisherige Untersuchungen von pflanzlichen AS-PTs in
Hefen, so lassen diese Ergebnisse in Verbindung mit den obigen Ausflihrungen den Schluss zu, dass die
Protein-Gelelektrophorese keine geeignete Nachweismethode fiir den Expressionserfolg von AS-PTs in
Hefezellen ist. Unabhdngig von positiven oder negativen Aktivitatstests kann in keinem Fall in gefarbten
Protein-Gelen die gesuchte PT-Bande detektiert werden!707%175:220]

Das Projekt nach wiederholt inaktiven AS-PTs aus Hefe auf das Insektenzell-Baculovirus-System neu aus-
zurichten, entpuppte sich als personlicher Meilenstein der Erforschung rekombinanter AS-PTs aus Johan-
niskraut. Einerseits gelang es mit diesem Expressionssystem erstmalig die Produktion rekombinanter
Fremdproteine nachzuverfolgen und optisch zu belegen. Da ndamlich die Kontrolle mittels Protein-Gelelek-
trophorese dhnlich wie bei den Hefezellen keine stichfesten Belege einer PT-Expression lieferte, wurde
zunachst mit dem fluoreszierenden Marker-Protein eGFP gearbeitet. Dadurch kann eine erfolgreiche Gen-
expression im Wirt leicht visuell nachverfolgt werden, weil sowohl die Wirtszellen selbst als auch die extra-
hierten Protein-Fraktionen durch das griin-fluoreszierende Protein leuchtend gefarbt werden. Dass also
letztlich die SDS-Gele nicht aufgrund mangelhafter PT-Expression, sondern nur deren Dimension im Hinblick
auf produzierte Fremdproteine unauffallig erscheinen, veranschaulichen die mit eGFP infizierten Sf9-Zellen:
Bereits bei Tageslicht und ohne Zellaufschluss leuchten die Kulturen stark grin (Abbildung 6.3), was
erfolgreiche Uberexpression und ein funktionierendes Produktionssystem impliziert. Zusammenfassend ist
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die SDS-PAGE nur bedingt geeignet und nicht Methode der Wahl, um Expressionserfolg oder gar -niveau
rekombinanter AS-PTs aus Hefe- und Insektenzellen zu lberprifen. Vermutlich haben auch andere For-
schergruppen mit derartigen Schwierigkeiten zu kampfen, weshalb die Protein-Gelelektrophorese zum
aktuellen Zeitpunkt nur in einer einzigen Veroffentlichung zu pflanzlichen AS-PTs mit aufgenommen wurde,
und das auch nur zur Nachverfolgung eines erstmalig beschriebenen Aufreinigungsverfahrens®®. Geeig-
neter ware die SDS-PAGE in zukiinftigen Untersuchungen nur nach Vorab-Markierung zu exprimierender
PTs mit einem Protein-Tag und anschlieBender Aufreinigung. Zusatzlich oder alternativ kime eine Protein-
Gelelektrophorese mit nachgeschaltetem Western Blot unter Verwendung eines PT-/Tag-spezifischen Anti-
korpers in Frage, was jedoch bislang in unserer AG nicht zur Wahl steht. Die C-terminale Markierung einer
in Tabak iberexprimierten, rekombinanten Johanniskraut-PT mit einem fusionierten Strep-Tag durch ELINE
BIEDERMANN (AG Wittstock, Institut flir Pharmazeutische Biologie, TU Braunschweig), die diesen Losungs-
ansatz aufgreift, war bisher allerdings auch noch nicht zielflihrend. Eine Aufreinigung ist bis heute mehrfach
fehlgeschlagen und aufgrund komplett ausbleibender Enzym-Aktivitat — sowohl mit gereinigter Protein-
fraktion als auch der standardmaRig verwendeten mikrosomalen Fraktion — muss vermutet werden, dass
das angehangte Epitop die PT-Aktivitat negativ beeinflusst (Daten unveroéffentlicht).

Abbildung 6.3 Vergleich Baculovirus-infizierter Sf9-Zellkulturen mit eGFP und HcPT-2 (links: Sf9-Zellen mit exprimiertem eGFP;
rechts: Negativkontrolle). A: Insektenzellkulturen. B: Pelletierte Insektenzellen ohne Medium

Auf der anderen Seite konnte mit dem Einsatz des Insektenzell-Baculovirus-Systems zum allerersten Mal
Uberhaupt rekombinante Enzymaktivitat fiir Johanniskraut-PTs registriert werden. Bereits zuvor tauchten in

f1152172.2600 | pewiesen,

der entsprechenden Literatur aktive, rekombinante AS-PTs aus Insektenzellen au
dass Sf9-Zellen befahigt sind alle notwendigen Schritte der Transkription, Translation und anschliefenden
Modifikation durchzufiihren. Auf Basis dieser Informationen wurden erste Untersuchungen mit Johannis-
kraut-PTs in Insektenzellen durchgefiihrt. Mit dem ersten Aktivitditsnachweis im Screening wurde recht
schnell die offensichtliche Toleranz verwendeter Sf9-Zellen gegeniiber den AS-PTs deutlich, und nach dem
Eignungsnachweis war es dank intensiver Bemihungen letztlich moglich Enzymaktivitat fir acht der insge-
samt zwolf verfligbaren AS-PTs zu dokumentieren. Gearbeitet wurde dabei stets mit den mikrosomalen
Fraktionen der aufgeschlossenen Insektenzellen und nicht mit aufgereinigten, Gberexprimierten Enzymen.
Zwar gibt es mittlerweile ein Protokoll zur Polyhistidin-Tag-Markierung und Aufreinigung einer pflanzlichen

AS-PT aus Lithospermum erythrorhizon®®

, jedoch stellt diese Methode eher die Ausnahme von der Regel
dar. Durch das Auflésen von Mikrosomen-Membranen kdnnen darin enthaltene Membranproteine leicht
ihre Funktion verlieren: Einerseits ist aufgrund fehlender Einbettung generell die Proteinstabilitat aulRerhalb
der Biomembran verringert, andererseits dirfen die AS-PTs von den eingesetzten Detergenzien (im publi-
zierten Beispiel Natriumdesoxycholat und Digitonin) nicht denaturiert werden, sondern miissen gleichzeitig

in Losung gehalten als auch in ihren Raumstrukturen bewahrt werden. Darlber hinaus ist zu beachten, dass
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die Anknlpfung eines Aufreinigungs-Tag selbst schon die native Proteinfaltung und Membranintegritat
behindern und inaktive Proteine zur Folge haben kann. AuBerdem ist Uber den fusionierten Marker nicht
automatisch eine Selbstverstandlichkeit gegeben, dass die Aufreinigung dariiber auch moglich sein muss —
durch (teilweises) Maskieren des Markers durch nicht abgetrennte Detergenzien oder Einschluss des Tags
innerhalb von Mizellen kann es zu verringerter Funktionalitdt kommen. Die Arbeit mit mikrosomalen Frak-
tionen bietet daher einen gesunden Mittelweg zwischen Uberladenem Protein-Rohextrakt, der noch samt-
liche Proteine aus den Wirtszellen enthalt, und nur schwerlich generierbaren, aufgereinigten Proteinen. Es

(260 3uch alle

spricht zusatzlich fir diese Vorgehensweise, dass bis auf die oben genannte Ausnahme
weiteren publizierten AS-PTs aus mikrosomalen Fraktionen heraus untersucht wurden (siehe entsprechen-
de, gelistete Literaturstellen). Nachteilig wirkt sich eine fehlende Aufreinigung nur spater bei der quantitati-
ven Bestimmung von Protein-Parametern (Umsatzrate, katalytische Effizienz) aus, bei der exakte Mengen
an zu bestimmendem Protein notwendig sind. In der vorliegenden Arbeit beschrankt sich die Analyse der
Johanniskraut-PTs allerdings auf rein qualitative Aspekte, was keine Schwierigkeiten mit sich bringt. Die
einzige Ausnahme ist ,HcPT, flir die im Rahmen der Charakterisierung[263] die anndhernde Geschwindigkeit
des Substratumsatzes bestimmt wurde. Um die Vergleichbarkeit verschiedener Bestimmungsdurchlaufe zu
gewdhrleisten, wurde daher jeweils nur aus einer Charge der exprimierten ,HcPT” gearbeitet — somit wird
der mogliche Einfluss einer von Charge zu Charge variierenden Expressionsrate nach Infektion der Sf9-
Wirtszellen genauso eliminiert wie auch nur minimal abweichende Inkubationszeiten unterschiedlicher
Inkubationsansatze.

Als Fazit bleibt festzuhalten, dass Hefe- und Insektenzellen derzeit die geeignetsten Expressionssysteme
fir rekombinante membranstdndige Fremdproteine aus der Familie der AS-PTs bieten, wobei Johannis-
kraut-PTs ganz eindeutig Sf9-Zellen als Wirte bevorzugen. Neueste Forschungsergebnisse aus unserer AG
zeigen, dass es auch mit erheblichem Optimierungsaufwand — sowohl am Kulturmedium, dem Expressions-
protokoll als auch in der Proteinextraktionsmethode — nicht moglich war, ,HcPT-2“ und ,,HpPT-1“ in Hefe-
zellen zu exprimieren und Aktivitat in vitro nachzuweisen. Inzwischen konnten aber immerhin mit ,,HpPT-2“
und ,HpPT-5“ zwei andere aktive, rekombinante Johanniskraut-PTs mit einem optimierten Protokoll in
S. cerevisiae produziert werden (GRULL et al., Daten unveroffentlicht). Deren Aktivitdt bleibt allerdings hin-
ter der prozentual abgeschatzten Substratumwandlung der rekombinanten Enzyme aus Insektenzellen zu-
rick. Unabhangig davon, ob Pro- oder Eukaryoten verwendet werden, bleibt es schlussendlich eine beson-
dere Herausforderung, membrangebundene Fremdproteine und im Speziellen pflanzliche AS-PTs in hetero-

logen Organismen zu exprimieren, nachzuweisen und zur Aktivitat zu bringen (siehe auch OHARA et al.[3°1]).
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6.3.  Aktivitat aromatischer Sekundarstoffwechsel-Prenyltransferasen aus
Johanniskraut-Arten

6.3.1. Die Hyperforin-Biosynthese

In den 1970er Jahren wurde das PPAP Hyperforin als Hauptinhaltsstoff im Echten Johanniskraut ent-
deckt’®. seither sind nahezu alle wissenschaftlichen Fakten zu Struktur, Vorkommen mit pflanzlicher Ge-
webeverteilung und Kumulation sowie physikochemischer Stabilitat bis hin zum pharmakologischen Profil
veroffentlicht (siehe 1.2.2). Selbst die organisch-chemische Synthese ist auf einem Forschungsstand ange-
langt, der eine stereoselektive, enantiomerenreine Nachbildung erlaubt?*>?*®!. Einzig der Ablauf der natirli-
chen Biosynthese entzieht sich bis heute hartnackig der Aufklarung, so dass ausschlieRlich Hypothesen

bezuiglich der pflanzlichen Produktion existieren!?®3123%3),

CoAS/ﬁﬁ/ co ASM 4”

Isobutyryl-CoA Malonyl-CoA PIBP

Abbildung 6.4 Erster Schritt der Hyperforin-Biosynthese: Bildung des aromatischen Grundgeri]stes[m]. BUS: Isobutyrophenon-Syn-
thase; CoAS: Coenzym A-Thioester; PIBP: Phlorisobutyrophenon

Wissenschaftlich gesichert ist bislang nur die Bildung des aromatischen AP-Grundgeristes vom Hyper-
forin (PIBP; Abbildung 6.4). AbAaM et al.*** zeigten mittels Fiitterungsexperimenten mit radioaktiv markier-
ter Glucose, dass diese im Johanniskraut liber die Aminosaure Valin zum Acyl-Starter Isobutyryl-CoA umge-
wandelt wird und demnach PIBP iber einen Mechanismus des Polyketidweges produziert werden muss —
ebenso wie das strukturell verwandte Grundgerust der Hopfensauren (PIVP) in H. Iupulus[m]. Entsprechend
dieser Biosynthese-Vorhersage wurde in Hopfen mit der VPS (Typ llI-PKS) bereits das verantwortliche

[150]

Enzym flr die PIVP-Produktion entdeckt und beschrieben'™", und kurze Zeit spater konnte in Protein-Pra-

parationen aus Johanniskraut-Zellkulturen eine ahnlich funktionale Typ IlI-PKS (BUS) identifiziert werden,
die aus Isobutyryl-CoA und drei Molekiilen Malonyl-CoA das Hyperforin-Skelett PIBP formen konnte!**!,

In die weiteren Schritte der Hyperforin-Biosynthese sind Johanniskraut-PTs involviert. Laut Vorhersage
prenylieren diese AS-PTs die unsubstituierten C-Atome des zentralen AP-Ringes mit zwei Molekiilen DMAPP
und einem Molekll GPP zu einer Colupulon-dahnlichen Struktur. Diese Behauptung deckt sich mit der
generellen These, dass alle PPAPs lber die Zwischenstufen der MPAPs biosynthetisiert werdenY. ver-
gleicht man jedoch gesammelte Ergebnisse von Arbeiten mit dem Johanniskraut, so kommen Zweifel auf,
ob die Hyperforin-Produktion wirklich Gber ein solches Intermediat ablauft. Das starkste Argument gegen
diese Behauptung ist das Fehlen solcher Zwischenstufen im Inhaltsstoffprofil von H. perforatum. Bis heute
gibt es keine Anzeichen und Veroffentlichungen dariiber, dass MPAPs im nativen Johanniskraut gefunden
wurden. Die einzig bekannte Ausnahme bilden die Wurzelkulturen von H. perforatum aus unserer AG?*,
die ein auRergewohnliches, sehr interessantes in vitro-System anbieten. Es ist ndmlich nicht nur ungewoéhn-
lich, dass diese Kulturen im Sekundarstoffprofil die MPAPs Colupulon und Adlupulon enthalten — auch die
Fahigkeit Hyperforin in Wurzelgewebe zu produzieren ist erstaunlich, da die Wurzeln der natirlich wach-
senden und angebauten Johanniskraut-Pflanzen frei von Hyperforin sind. AuBerdem werden mit den
Hyperforin-Derivaten Seco- und Adsecohyperforin noch zwei weitere PPAPs in den in vitro-Wurzelkulturen
gebildet, die ausschlieBlich in Zellkultursystemen beschrieben wurden und der Arzneipflanze vorenthalten
sind%031], Aufgrund dieser deutlichen biologischen und biochemischen Unterschiede ware es wissen-
schaftlich naiv, dieses in vitro-System direkt mit seiner natiirlichen Stammpflanze zu vergleichen und somit
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ein Vorliegen von MPAPs in H. perforatum rechtfertigen zu wollen — es legt aber nahe, dass die genetischen
Voraussetzungen fir MPAP-Synthese-Enzyme gegeben sind.

Tabelle 6.1 Fur und Wider einer Beteiligung von MPAP-Strukturen an der Hyperforin-Biosynthese

Pro Contra
= allgemein anerkannter Mechanismus fiir die Biosynthese = kein Vorkommen von MPAPs im Johanniskraut
aller PPAPs verlauft tber MPAPs bekannt, nachgewiesen oder publiziert

= Biosynthese von MPAPs in Hopfen aufgedeckt -
identischer Weg wie fur H. perforatum angenommen

= MPAPs in H. perforatum-Wurzelkulturen gefunden:
gleiches Genom - gleiche Enzymausstattung -
Biosynthese-Voraussetzungen gegeben

= heterogenes Metabolon kann MPAPs als Zwischenstufen
produzieren und direkt prozessieren ohne Akkumulation

Folglich bleiben zwei mogliche Argumentationsansdtze, warum keine MPAPs im Johanniskraut detektier-
bar sind: Die unwahrscheinlichere wére eine Hyperforin-Biosynthese ganz ohne Beteiligung von MPAPs, die
als besondere Ausnahme nicht dem naturwissenschaftlich logischen, allgemein akzeptierten Schema der
PPAPs folgtm]. Die plausiblere Erkldarung basiert aber auf der katalytischen Effizienz der gesamten che-
misch-enzymatischen Umwandlung und der Frage, wo der enzymatische Biosynthese-Komplex ansetzt. Da
in den pflanzlichen Zellen keine prenylierten Zwischenstufen des Hyperforins akkumulieren, scheint der
Biosyntheseweg — entweder komplett zwischen dem urspriinglichen Acyl-Starter und dem finalen Endpro-
dukt oder wenigstens ausgehend vom PIBP — mit hoher Umsatzrate und Affinitat und folglich ohne Freigabe
prenylierter Intermediate abzulaufen. Rein theoretisch kénnte dabei eine einzelne AS-PT allein hinter allen
Prenylierungsschritten bis zum Hyperforin vermutet werden, die tUberhaupt nicht erst Zwischenprodukte
bildet, sondern in einem schnellen, duRerst komplexen Reaktionsschritt aus dem AP direkt das Endprodukt
generiert. Diese Behauptung kann aber ganz klar entkraftet werden: Einerseits sind die klonierten AS-PTs
des Johanniskrauts mit einer durchschnittlichen Lange von ca. 390 Aminosauren vergleichsweise klein, und
wegen ihrer Membranstdandigkeit sind zusatzlich bestimmte Proteindomanen nicht einmal katalytisch
nutzbar. Geldufige multifunktionelle Enzyme wie die Cytoplasmatische C—1-Tetrahydrofolat-Synthase (C1-
THF-Synthase) oder das Bifunktionelle Purinsyntheseprotein (ATIC oder PURH), die in der Lage sind drei
bzw. zwei Reaktionsschritte zu katalysieren, sind hingegen 16slich und um den Faktor 1,5-2,5 groRer®'¢37),
Bei kleinerer ProteingrofRe missten die klonierten Johanniskraut-PTs demnach sogar noch mehr Reaktions-
domaénen aufweisen und damit vier Prenylierungen sowie einen Ringschluss katalysieren kbnnen, was sehr
widerspriichlich erscheint. Abgesehen von der ProteingrofRe zeigen andererseits alle bekannten und publi-
zierten pflanzlichen AS-PTs eine enge Substratspezifitdt und katalysieren alle klar abgegrenzte, einzelne
Prenylierungsschritte an strukturell dhnlichen aromatischen Substraten. Fir die im Rahmen dieser Arbeit
klonierten und aktiven AS-PTs aus dem Johanniskraut wurde ein dhnliches Verhalten in den in vitro-Enzym-
assays nachgewiesen (siehe 5.6), was eine sequenzielle Mehrfach-Prenylierung durch eine einzige AS-PT
duBerst unwahrscheinlich erscheinen lasst.

Statt eines einzelnen ,,Super-Enzyms“ kann hingegen die Theorie eines heterogenen, multifunktionellen
Metabolons (Abbildung 6.5) eine schliissige Antwort liefern. In diesem Fall wiirden sich alle involvierten
Biosynthese-Enzyme raumlich nah zusammenfinden und miteinander kooperieren, so dass alle Reaktions-
schritte nahezu zeitgleich bzw. nahtlos aneinander angeschlossen ablaufen kénnten — vergleichbar einem
abgeschlossenen Produktionstunnel, ohne Dissoziation des Enzym-Substrat-Komplexes und ohne Freigabe
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von MPAP-Zwischenstufen31&31

. Die Existenz solch eines membrangebundenen, rekombinanten AS-PT-
Komplexes wurde erst kiirzlich fir die Humulon- und Lupulon-Biosynthese im Hopfen, die eng mit der des
Hyperforin im Johanniskraut verwandt zu sein scheint, nachgewiesen und erscheint als logischste Erkla-
rung™™. Im Generellen deutet letztlich alles auf einen effizienten Biosynthese-Mechanismus hin, und das
unabhangig davon ob ein multifunktionelles Enzym oder ein heterogener Enzym-Komplex vorliegt. Unter-
mauert wird dies auch durch die Tatsache, dass die Biosynthese von Hyperforin wie auch von Hypericin
sowohl durch chemische Elicitoren als auch Herbivoren-Befall induzierbar ist®?***!. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass Hyperforin Teil des spezifischen, pflanzlichen Abwehrsystems ist und bei einsetzendem
Stress schnellstmoglich bereitgestellt werden muss —was durch unmittelbare Hochregulierung und einen
effektiven, Metabolon-vermittelten Biosynthese-Mechanismus ohne viele Reaktionsstufen und Transport-
vorgdnge zu unterschiedlichen Synthese-Orten auf jeden Fall gewahrleistet werden kann. Es muss jedoch
auch gesagt sein, dass die Geschwindigkeit der pflanzlichen Antwort auf Pathogen- bzw. Herbivoren-Befall
vornehmlich von der Geschwindigkeit der verdnderten Genexpression (Transkription, Translation, ggf. Mo-
difikation) beteiligter Enzyme limitiert wird, die viel mehr Zeit in Anspruch nimmt als die enzymkatalysierte
Sekundarstoffbiosynthese selbst. Darlber hinaus wirde das gewebespezifische Abspeichern von Biosyn-
these-Intermediaten eine Bildung des gewiinschten Sekundarstoffes beschleunigen kénnen, da nicht die
gesamte Produktionskette durchlaufen werden misste. Das Johanniskraut produziert aber auch ohne
Stressfaktoren Uliber seinen gesamten Vegetationszyklus hinweg Hyperforin und speichert es als defensive

[195]

Schutzkomponente in Teilen seines Gewebes~™, wo es mit zunehmendem Alter immer hohere Gehalte

erreicht und in den reproduktionsabhingigen Pflanzenteilen akkumuliert!®*2®!

. Unter Bericksichtigung all
dieser Ausflihrungen kann somit von hier an durchaus ein Metabolon-vermittelter und bei Bedarf hoch-
regulierbarer Biosynthese-Mechanismus akzeptiert werden, der auch ohne auf gespeicherte Zwischen-
produkte zugreifen zu missen schnell aus frihesten Vorstufen (ber beteiligte MPAP-Strukturen das

Endprodukt Hyperforin bereitstellen kann.

Isobutyryl-CoA

(PIBP) (MPAP)

Abbildung 6.5 Vorschlag eines moglichen Metabolons zur schrittweisen Biosynthese von Hyperforin (in Anlehnung an JBRGENSEN et
al.[319]). Nach Eintritt von Isobutyryl-CoA in den Biosynthese-Komplex wird als Endprodukt Hyperforin aus dem Metabolon entlas-
sen; ein theoretischer Quereinstieg der Intermediate PIBP oder MPAP in den Biosyntheseweg ist denkbar; die theoretische Beteili-
gung einer Cyclase ist spekulativ. AS-PT: aromatische Sekundarstoffwechsel-Prenyltransferase; BUS: Isobutyrophenon-Synthase;
MPAP: monocyclisches polyprenyliertes Acylphloroglucin; PIBP: Phlorisobutyrophenon

Unter Berlicksichtigung der eigenen Ergebnisse und der aktuellen Literatur kann als gesichert ange-
nommen werden, dass der Biosyntheseweg vom PIBP zum MPAP (ber einen schrittweisen, sequenziellen

Prenylierungsmechanismus verlauft. Abam et al.**”!

stellten dies flir Hyperforin erstmalig theoretisch vor —
ohne dabei auf eine bestimmte Prenylierungsreihenfolge zu verweisen. Drei Jahre spater erfolgte ein erster
Beleg dieser Vorhersage, als gezeigt wurde, dass ein Johanniskraut-Proteinextrakt in vitro einen einzelnen
DMAPP-Rest an ein unsubstituiertes C-Atom des Aromaten PIBP addiert®®. Aufbauend auf diesem

Ergebnis prognostizierte daraufhin BEERHUES?®? erstmalig einen detaillierten, schrittweisen Hyperforin-
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Biosyntheseweg im Johanniskraut, der alle bisherigen Hypothesen beziiglich AS-PTs, MPAPs und der
generellen PPAP-Formulierung respektierte und dabei die Addition von DMAPP an das PIBP als ersten
Prenylierungsschritt festlegte. Dass diese Vorhersage anscheinend nah an der Wahrheit zu sein scheint,
zeigten spater die Entdeckungen zweier AS-PTs, die das gesuchte enzymatische Profil erfiillen: Die pflanz-
liche AS-PT ,HIPT-1“ aus Hopfen ist an der sehr ahnlich ablaufenden Biosynthese der strukturverwandten,
mehrfach prenylierten Hopfensduren (MPAPs) beteiligt. Sie vermittelt dabei nicht nur die einfache Preny-
lierung des bevorzugten Substrates PIVP im Hopfen, sondern akzeptiert ebenso das Hyperforin-Grund-
gerist PIBP als Substrat'*®***? Die zweite AS-PT , AnaPT“ (XP_001258078) stammt aus dem Pilz Neosarto-
rya fischeri und ist urspriinglich an der Biosynthese prenylierter Indol-Alkaloide beteiligt, kann allerdings

2931 "sowohl im Pflanzen- als auch dem Pilzreich

auch einen Dimethylallylrest an PIBP und PIVP addieren
existieren also nachweislich AS-PTs, die durchaus Einfach-Prenylierungen von PIBP durchfiihren kénnen —
so wie es die adlteren Untersuchungen und Annahmen fiir das Johanniskraut ebenso andeuten (Abbildung
6.7). Die verfliigbaren Informationen missen jedoch vorsichtig und differenziert betrachtet werden. Gerade

die Untersuchungen von BOUBAKIR et al.**®!

am Johanniskraut werfen Fragen auf. Erstens wurde nicht mit
der Pflanze Johanniskraut, sondern in vitro-Zellkulturen gearbeitet; zweitens stammten diese von H. caly-
cinum und nicht dem Hyperforin-produzierenden H. perforatum; drittens wurde Protein-Gesamtextrakt
(storanfalliger fiir Protein-Interaktionen und mogliche Artefakte wahrend der Analysen) statt eines einzel-
nen, durch Uberexpression rekombinant produzierten Enzyms bearbeitet; viertens wurde dabei untypi-
scherweise auch noch die hochste PT-Aktivitdt in der |6slichen statt der mikrosomalen Fraktion gefunden,
was im Vergleich zu allen bis heute bekannten, pflanzlichen AS-PTs, die membranstandig sind, eine Ausnah-
me darstellt. Auch wenn sich nun die oben erwahnte Pilz-AS-PT als ebenfalls 16sliches Enzym funktionell wie
der Johanniskraut-Zellkultur-Extrakt verhalt, so muss dies nicht automatisch deren Ergebnisse bestarken:
PIBP ist ndamlich nicht das eigentliche, beste Substrat von ,,AnaPT“, sondern wird neben PIVP, Benzophenon
und Benzoesaure-Derivaten quasi unspezifisch nur als einer von vielen Prenylakzeptoren umgesetzt. Ob-
wohl natdirlich zu bericksichtigen ist, dass ,AnaPT” einem komplett anderen Reich entspringt, ist die cyto-
solische Lokalisation und die breite Substrat-Akzeptanz dennoch erwdhnenswert atypisch — ebenso wie ihre

Aminosadure-Sequenz (v.a. Ldnge und konservierte Motive), die mit publizierten pflanzlichen AS-PTs (und
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Conzsensus rk.n..bl....eessees@bfesalileiBorsalecePecfobeseseehiieeseeilegles dronye.t,  oeedefesssessstiloneFicensnnnss

Abbildung 6.6 Aminosaure-Sequenzvergleich von pilzlicher AnaPT mit pflanzlichen, PIBP-umsetzenden AS-PTs. Rot: hochkonser-
vierte Aminosduren; blau: semikonservierte Aminosauren; rote Markierung: konservierte Aspartat-reiche Sequenzmotive pflanz-
licher AS-PTs (,,NQxxDxxxD“ und ,,KDxxDxxGD*)
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speziell Johanniskraut-AS-PTs) kaum nennenswerte Ubereinstimmungen zeigt und beziiglich der Prenylie-
rung von PIBP eher auf einen unspezifischen Zufallstreffer schlieBen lasst (Abbildung 6.6). Zwar kénnen
somit sowohl die PT-Aktivitat aus dem Johanniskraut-Zellkultur-Extrakt als auch die von ,,AnaPT* als funk-
tionelle Indikatoren einstehen, erlauben aber nur bedingt einen Riickschluss auf die Umstdande im Johannis-
kraut und die Hyperforin-Biosynthese.

Einen groReren Einfluss auf die Untersuchung der Prenylierungsschritte hin zum Hyperforin hat hinge-
gen ,HIPT-1“ aus Hopfen. Diese pflanzliche AS-PT erfillt nicht nur nominell alle Charakteristika der gesuch-
ten Enzymfamilie — Aspartat-reiche Motive, mehrere TMHs und ein vorhergesagtes TP — und halt strukturel-
len Vergleichen stand. Sie katalysiert auch eine dhnliche Biosynthese-Reaktion wie die gesuchte Prenylie-
rung in der Hyperforin-Biosynthese und akzeptiert als Substrat sogar PIBP, so dass ihre Gensequenz als viel-
versprechendes Template zur letztlich auch erfolgreichen PT-Suche und fiir Identitatsabgleiche mit Johan-
niskraut-Transkriptomen eingesetzt wurde. Dazu tritt eine weitere erstaunliche Parallele zwischen den bis-
herigen PT-Aktivitats-Untersuchungen in Hopfen und Johanniskraut auf: Sowohl die Prenylierung von PIVP
als Vorstufe der Hopfensduren als auch von PIBP als Hyperforin-Grundgerist wurden beide zuerst mit
Proteinextrakten untersucht, wobei jeweils hochste PT-Aktivitdat (beide Male Einfach-Prenylierung mit
DMAPP) in der I6slichen Fraktion beschrieben wurde!**?*8. Fiir Hopfen konnte die anfingliche Vermutung
inzwischen widerlegt werden, als durch Transkriptom-Analysen die ¢cDNA von ,HIPT-1“ entdeckt und
nachfolgend diese AS-PT als membranstindiges Enzym charakterisiert wurde™*>?*®. Eine ghnliche Situa-
tion — erste PT-Aktivitat aus loslicher Fraktion, spater widerlegt durch eine membranstandige AS-PT — trat

auch bei den Untersuchungen im Hanf auf*’%3%

. Fir Johanniskraut erfolgt jetzt mit den vorliegenden
Ergebnissen dieser Arbeit eine ganz ahnliche Aufklarung: Die Fahigkeit der rekombinanten, membran-
standigen AS-PT ,HpPT-2“ aus H. perforatum, das Substrat PIBP sowohl einfach als auch zweifach mit
DMAPP zu prenylieren (siehe 5.6.7.1), widerspricht einerseits der Theorie einer I6slichen Johanniskraut-PT,
entspricht aber exakt dem in entsprechender Publikation®® beschriebenen und prognostizierten ersten
Prenylierungsschritt zu monoprenyliertem PIBP, das als Metabolit auch schon in einer Hypericum-Art
entdeckt wurde*, Folglich scheint wie im Hopfen die erste Prenylierung des unsubstituierten AP-Grund-
geristes eindeutig geklart, allerdings ist dies in Bezug auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nur die
halbe Wahrheit. ,HpPT-2“ kann namlich den Aromaten PIBP auch mit GPP reproduzierbar und ebenso
effektiv wie mit DMAPP prenylieren. Ein derart C-geranyliertes PIBP ist bereits sogar aus einigen Hyperi-

cum-Arten — z.B. als Vorstufe der beiden APs Hyperjovinol A und B — bekannt/2%4-2%6:323-327]

, und sein vermut-
liches Vorkommen im Echten Johanniskraut, wenn auch nur als Ubergangszustand, kann daher als ebenso
wahrscheinlich angenommen werden wie ein C-prenyliertes PIBP. Weiterhin wurden im Rahmen dieser
erwdhnten Publikationen auch aus dem monogeranylierten PIBP abgeleitete Strukturen wie cyclisierte
Derivate oder auch O-geranyliertes PIBP bei Untersuchungen gefunden — diese treten allerdings nicht in der
Hyperforin-relevanten Johanniskraut-Art H. perforatum auf und kénnen daher bei der weiteren Diskussion
vernachldssigt werden.

Durch die generelle Fahigkeit von ,,HpPT-2“ sowohl DMAPP als auch GPP an das unsubstituierte Substrat
PIBP zu knlpfen ist zundchst die Frage offen, welcher Prenylrest nun wahrscheinlich als erstes angeknipft
wird (Abbildung 6.7). Einen Hinweis liefert diesbeziiglich ,,HpPT-6“, die mit den enzymatischen Produkten
von ,HpPT-2“ untersucht wurde. Dabei war es moglich zu zeigen, dass monogeranyliertes PIBP mit DMAPP
weiter prenyliert werden konnte —andersherum konnte mit DMAPP mono-/diprenyliertes PIBP Uber
,HPPT-6“ nicht mit GPP und nur in marginalen Spuren mit DMAPP weiterreagieren. Demzufolge scheint
unter Bericksichtigung beider rekombinanter und einzeln getesteter AS-PTs in der Hyperforin-Biosynthese
die Geranylierung vor der Prenylierung mit DMAPP abzulaufen. Eine testweise Co-Inkubation mit zwar
getrennt Uberexprimierten, aber wahrend der Reaktion vereinten AS-PTs mit PIBP und beiden Prenyl-
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donatoren lieferte schlielich ein identisches Ergebnis im HPLC-Chromatogramm wie die zuvor beschrie-
bene, stufenweise Reaktion Uber ,HpPT-2“ und im Anschluss deren Produkt-Prenylierung durch ,HpPT-6“.
Letztlich macht es fiir das aufgestellte Metabolon-Konzept keinen Unterschied, welcher Prenylierungs-
schritt nun welchem zuvorkommt, da beide Wege im Einklang mit der aufgestellten Theorie stehen. Trotz
verdichtender Anzeichen bleibt somit momentan der zweite Abschnitt der Hyperforin-Biosynthese — ohne
nachweisbare Zwischenstufen im Johanniskraut und abschlieBende Charakterisierung der AS-PT-Spezifita-
ten — weiterhin eine Theorie.

A H.c.-Extrakt;
HIPT-1;
OH O AnaPT; OH O
HpPT-2 S AS- PT(s)
—_—
DMAPP
DMAPP
HO OH HO' OH GPP
PIBP 3'-Prenyl-PIBP MPAP

(3,5-Dihydroxy-2-isobutyryl-4,6-di-
prenyl-6-geranylcyclohexa-2,4-dienon)

B
OH O
HpPT -2 HpPT -6 AS PT
HO
DMAPP DMAPP
MPAP

PIBP 3'-Geranyl-PIBP 3'-Geranyl-5"-prenyl-PIBP
(3,5-Dihydroxy-2-isobutyryl-4,6-di-
prenyl-6-geranylcyclohexa-2,4-dienon)

Abbildung 6.7 Alternative zweite Abschnitte der Hyperforin-Biosynthese. A: Prenylierung von PIBP mit DMAPP und anschlieBende,
unbekannte MPAP-BiIdung[152’218’293“‘a‘]. B: Geranylierung von PIBP mit GPP durch HpPT-2, folgende Prenylierung mit DMAPP durch
HpPT-6 sowie anschliefende, unbekannte Prenylierung zur MPAP-Struktur (siehe 5.6.7). AS-PT: aromatische Sekundarstoffwechsel-
Prenyltransferase; DMAPP: Dimethylallyldiphosphat; GPP: Geranyldiphosphat; H.c.: Hypericum calycinum; MPAP: monocyclisches
polyprenyliertes Acylphloroglucin; PIBP: Phlorisobutyrophenon

Der weitergehende, dritte Biosyntheseschritt vom MPAP zum PPAP wurde bisher weder untersucht
noch konnte er im Rahmen der vorliegenden Arbeit analysiert werden, so dass weiterhin das allgemeine
PPAP-Biosynthese-Schema sowie die daran angelehnte Vorhersage zur Formulierung von Hyperforin

t1242%9312 pyrch einen PT-katalysierten, nukleophilen Angriff der Kern-nahen Doppelbindung

akzeptiert is
des Geranylrestes auf ein weiteres Molekiil DMAPP mit Diphosphat als Abgangsgruppe entsteht ein
Carbokation als instabiler Ubergangszustand. Uber einen weiteren, enzymatisch-vermittelten nukleophilen
Angriff der Enol-Doppelbindung am C-1‘-Atom wird die reaktive Zwischenform unter Ausbildung eines
Bicyclus stabilisiert und vollendet den angenommenen Biosynthese-Mechanismus des Hyperforins
(Abbildung 6.8). Dabei ist es vollkommen unbekannt, ob der intramolekulare Ringschluss zum PPAP-
Grundgerust von der zuletzt beteiligten AS-PT beeinflusst wird, ob ein zusatzliches Enzym mit Cyclase-
Aktivitdit am Metabolon beteiligt ist (Abbildung 6.5) oder die Stabilisierung rein chemisch und spontan
ablauft. Letzteres Szenario ist allerdings hochst unwahrscheinlich, da es insgesamt drei unterschiedliche
PPAP-Typen gibt (siehe 1.2), die sehr heterogen und nicht gleichméRig verteilt vorkommen und sich erst

liber den stereochemisch zielgerichteten Cyclisierungsschritt definieren.
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Abbildung 6.8 Vorschlag des moglichen Biosyntheseweges von Hyperforin (abgedndert nach BEERHUES[ZGBI). CoAS: Coenzym A-Thio-
ester; DMAPP: Dimethylallyldiphosphat; GPP: Geranyldiphosphat; OPP: Diphosphatrest

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die Aufdeckung des Hyperforin-Biosyntheseweges im
Rahmen der vorliegenden Arbeit ein gutes Stlick vorangetrieben werden konnte. Dank der Vorarbeiten von
KOHLE® und MOLLER® war es moglich die ersten beiden Prenylierungsschritte durch zwei unterschied-
liche AS-PTs zu beweisen. Die Entdeckung der nachsten Johanniskraut-PT, welche die Fortbildung des
MPAPs katalysiert, scheint in Anlehnung an die hier gewonnenen Ergebnisse nur eine Frage der Zeit zu sein.
Ausreichend Johanniskraut-PT-Sequenzen zur weiteren Analyse stehen aus dieser Arbeit zur Verfligung,
und zusatzliche mogliche PT-Genfragmente sind aus den erschopfenden Untersuchungen der Online-
Transkriptome klonierungsbereit. Ein limitierender Faktor bei der experimentellen Betrachtung der einzel-
nen Biosynthese-Stufen ist jedoch immer noch die mangelnde/eingeschrankte Verfligbarkeit der nominel-
len Zwischenstufen, die als Substrate fur die in vitro-Enzymassays bendotigt werden und bereits in dieser
Arbeit fur Schwierigkeiten sorgten. Denkbar sind in Zukunft neben neu klonierten und getesteten AS-PTs
aber auch weitere kombinierte Enzymassays (mit bekannten und/oder neuen Johanniskraut-PTs), bei der
mehr als zwei AS-PTs zusammen in einem Reaktionsansatz kooperieren. Wie das vorhergesagte Metabolon
konnten sie dadurch ggf. einen oder mehrere Biosynthese-Schritte anhdangen und somit den molekularen
Weg zum Hyperforin mehr und mehr ebnen.

6.3.2. Xanthon-spezifische Prenyltransferasen

Xanthone stellen innerhalb der Klasse der pflanzlichen APs eine Gruppe von Sekundarstoffen mit hetero-
cyclischem Dreiringsystem dar. Sie werden hauptsachlich von Pflanzen aus den Familien Gentianaceae,
Clusiaceae und Hypericaceae gebildet und sind ein induzierbarer Teil der chemischen Abwehr gegen mikro-

|[204328-3301 (Jher den Polyketidweg werden sie —ausgehend von einem aktivierten

biellen Pathogen-Befal
Benzoesdure-Starter — lber eine Benzophenon-Zwischenstufe zum Dibenzo-y-pyron-Grundgerist aufge-
baut (siehe 1.1). In H. perforatum kommen sie nur marginal und auRerhalb der als Arzneidroge verwende-
ten Pflanzenteile vor, stellen in anderen Johanniskraut-Arten wie H. calycinum allerdings den GroRteil an

sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen. Wie andere Sekundarstoffklassen sind auch die Xanthone, und insbe-
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sondere (mehrfach) prenylierte Xanthone, durch ihre Bioaktivitaten in den Fokus von Naturwissenschaft-
lern geriickt, weil sie in zahlreichen Untersuchungen bereits ein dhnlich interessantes pharmakologisches
Profil wie die zuvor ausgiebig betrachteten PPAPs anbieten (Abbildung 6.9)[331_333].

Strukturformel Wirkung Quelle

_[ antibakteriell [12,286,329,334,335]

—[ antidementiv / neuroprotektiv [336-340]

-[ antidepressiv (MAO-Hemmung) (2022081

O OH -[ antidiabetisch [341-344]
= AN -[ antiinflammatorisch
R\ | | /R --[ antioxidativ 12,345,348]
\ @) 7 OH -[ antiparasitar (Trypanosomen) [349]

-[ antiplasmodisch (Malaria) [290,350-352]

Xanthon-Grundgeriist L[ urikostatisch (Gicht) [EE1

[14,27,38,228,286,290,292,335,354]

]
]
]
]
] [290,329,345-347]
]
]
]
]
]

-[ zytotoxisch / antitumoral

Abbildung 6.9 Auswahl nachgewiesener Bioaktivitaten von (prenylierten) pflanzlichen Xanthonen (in vitro und in vivo)

GAID et gl.!?*

mit der Produktion des zuvor nicht detektierbaren, einfach prenylierten Xanthons Hyperxanthon E?” pe-

zeigten, dass Zellsuspensionskulturen von H. calycinum einer Elicitor-Behandlung zuerst

gegneten. Dabei korrelierte die Hochregulierung der beiden an der Bildung von Benzoyl-CoA (Starter-
Molekil in der Polyketid-Biosynthese des Hyperxanthon E-Grundgeriistes 1,3,6,7-THX; Abbildung 1.2) betei-
ligten Enzyme PAL (Phenylalanin-Ammoniak-Lyase) und CNL (Cinnamat:CoA-Ligase) zeitlich mit der nachfol-
genden Zunahme dieses Phytoalexins, das bei 24 h einen maximalen Gehalt von ca. 4 mg/g Trockengewicht
aufwies. Aufbauend auf diesen Beobachtungen und dem vorhergesagten Biosyntheseweg fiir Hyper-

RI??% quf Transkript-Ebene putative AS-PT-Gene aus H. calycinum, deren

xanthon E untersuchte MULLE
Expression nach Elicitor-Zugabe anstieg. Ein vermuteter Zusammenhang zwischen der erhéhten Expression
von Johanniskraut-PTs und der Zunahme von prenylierten Xanthonen konnte allerdings erst spater im Rah-
men der nun vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden. Durch Etablierung des Insektenzell-Baculovirus-
Expressionssystems konnten ,HcPT“, ,HcPT-1“ und , HcPT-2“ erstmals aktiv rekombinant produziert und
extrahiert werden, so dass schnell die Idee aufkam unprenylierte Xanthone, die aus Johanniskraut-Arten

d[347’355'358], als Enzym-Substrate mit diesen AS-PTs in vitro zu testen. Besonderes Interesse kam

bekannt sin
dabei den beiden moglichen, prognostizierten Zwischenstufen 1,3,7-THX und 1,3,6,7-THX zu: Eine einfache
Prenylierung an Position C-8 dieser Xanthone ist ein essentieller, vorgelagerter Biosynthese-Schritt flr die
Ausbildung von kondensierten 2H-Pyranen bzw. 2,3-Dihydropyranen an Xanthonen wie Hyperxanthon E,
Toxyloxanthon B oder Paxanthon (Abbildung 6.10).

Tatsachlich sind aus Johanniskraut-Arten — vornehmlich aus Zellkulturen — mehrfach hydroxylierte Xan-
thone mit einem offenkettigen Isopren-Substituenten am C—8-Atom bekannt**>>3%83% g exakt eine
dahinfihrende, gesuchte Enzymaktivitdat bietet die bereits charakterisierte ,,HcPT” in vitro durch die C-
8-spezifische Einfach-Prenylierung von 1,3,6,7-THX mit DMAPP (siehe 5.6.3.2)[263]. Alternative Positionen
der Isopren-Addition (C—2, C—4, C=5) sind in Hypericum-Arten zwar auch bekannt™?**>*®! konnten durch
analytische Methoden zur Strukturaufklarung jedoch ausgeschlossen werden (siehe 5.6.3.1). Daher ist die
Annahme berechtigt, dass ,HcPT“ den vorletzten Schritt der Hyperxanthon E-Biosynthese katalysiert und
ein weiteres Enzym mit Cyclase-Aktivitat den Ringschluss zur Dihydropyran-Teilstruktur verantworten muss

(vermutlich dhnlich dem intramolekularen Ringschluss zum Hyperforin; siehe 6.3.1). Auch in Bezug auf die
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. HO
1,3,7-Trihydroxy-8-prenylxanthon R=H

1,3,6,7-Tetrahydroxy-8-prenylxanthon R =0OH

Cyclase
(gef. Hydroxylase und O-Methyltransferase)

Hyperxanthon E Toxyloxanthon B Paxanthon

Abbildung 6.10 Dihydropyrano- bzw. 2H-Pyranoxanthone aus Hypericum-Arten (abgeleitet aus 1,3,7-TH8PX / 1,3,6,7-TH8PX)

zuvor angesprochenen Untersuchungen des Transkriptionsausmales (semiquantitative RT-PCR) von MUL-
LER (S. 141)*Y st die Reaktion in den H. calycinum-Kulturen logisch zu erklren — nicht nur die funktionelle
Aktivitat, sondern auch ein zlgiger Anstieg des ,,HcPT“-Expressionsniveaus nach Elicitierung spricht fir eine
Involvierung in die Hyperxanthon E-Biosynthese. , HcPT“-Transkripte steigen namlich von den drei unter-
suchten AS-PTs am schnellsten an und erreichen bereits nach 8 h ein Maximum. Die parallel betrachtete
Sekundarstoffproduktion setzt wegen der zwischengeschalteten Transkription und Translation der AS-PTs
und weiterer beteiligter Enzyme erwartungsgemaR zeitverzogert auf den Stress-Reiz ein, so dass ca. 4-6 h
nach Zugabe des Elicitors als erste biochemische Antwort Hyperxanthon E detektiert werden kann. Somit
ist die natilirliche biochemische Abwehr-Antwort auch mit den vorgeschalteten Vorgangen auf genetischer
Ebene im chronologischen Einklang und unterstiitzt die zuvor aufgestellte Vorhersage einer ,HcPT“-Betei-
ligung. Die Tatsache, dass 1,3,6,7-TH8PX nicht als Metabolit bzw. gespeicherte Zwischenstufe aus H. calyci-
num bekannt ist, ldsst fiir das Phytoalexin Hyperxanthon E ebenfalls einen vermutlich Metabolon-vermit-
telten Biosynthese-Mechanismus schlussfolgern. Dieser Erklarungsversuch ist jedoch lange nicht so wahr-
scheinlich und alternativlios wie im Fall des bereits diskutierten Hyperforin-Biosyntheseweges, da die dort
betrachteten Zwischenstufen im Johanniskraut komplett unbekannt sind — hingegen sind einfach preny-
lierte Xanthone wie das gesuchte 1,3,6,7-TH8PX in Hypericum-Arten generell keine Seltenheit (siehe oben).
Daher bleibt letztlich festzuhalten, dass trotz nachgewiesener Beteiligung von ,HcPT” nur ein weiterer
Schritt der Hyperxanthon E-Bildung entdeckt wurde, der endgiiltige Biosyntheseweg jedoch noch weiter
erforscht werden muss.

Weitergehende Untersuchungen des Sekundarstoffprofils der induzierten H. calycinum-Kulturen erga-
ben im spateren Verlauf, dass bei einer hoheren R; ein zweites, vermutlich diprenyliertes Xanthon auftritt
(GAID et al., Daten unveroffentlicht; siehe Anhang 10.4.1). Dieser Sekundéarstoff wurde nach 24 h das erste
Mal detektiert und nahm von da an im Zeitverlauf stetig zu, wahrend der Gehalt an Hyperxanthon E nach
und nach absank. MULLER®*® fand bei seinen Arbeiten neben Hyperxanthon E ebenfalls ein solches Signal
und vermutete, allerdings ohne weitere Strukturaufklarung, als Weiterreaktion ein prenyliertes 2,3-Dihy-
dropyran-Xanthon auf Grundlage der Hyperxanthon E-Struktur, dhnlich dem bekannten Garcinon B aus

H. patulum, H. androsaemum oder Garcinia-Arten!3*7/3%8361362]

. Ein einfaches und typisches Dreiring-Xan-
thon-Grundgerist mit zwei offenkettigen Isoprenresten ist hingegen aber eine ebenso plausible Moglich-
keit, da diese schliefRlich haufig im Pflanzenreich beschrieben sind und u.a. mit y-Mangostin oder Patulon
auch diprenylierte Xanthone ohne cyclisierte Seitenketten in Hypericum-Arten bekannt sind (Abbildung

6.11)[289’347'358'359]. Inzwischen ist die vollstdndige Strukturaufklarung dieses aus 1,3,6,7-THX abgeleiteten
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Sekundarstoffes abgeschlossen, und das zweifach prenylierte Xanthon wurde tatsachlich nicht als ein Pyra-
noxanthon, sondern als Patulon identifiziert (Daten unveroffentlicht; siehe 5.6.3.3 und Anhang 10.4.2).

2-Prenyl-Hyperxanthon E Garcinon B y-Mangostin Patulon

(Annahme nach MULLER[HO])

Abbildung 6.11 Ausgewahlte Strukturformeln als Beispiele diprenylierter Xanthone aus Hypericum-Arten

Auch die in vivo-Bildung dieses zweiten Phytoalexins aus den H. calycinum-Kulturen kann durch rekom-
binante AS-PTs aus der vorliegenden Arbeit erklart werden. Nach der erfolgten funktionellen Charakteri-
sierung von LHcPT“®3 wurde in weiterfihrenden in vitro-Untersuchungen auch ein zweites, zusatzliches
Produkt aus der Reaktion von 1,3,6,7-THX und DMAPP entdeckt, das sich in den parallel untersuchten,
Elicitor-behandelten Zellkulturen als Patulon herausstellte. Unter gleichen Bedingungen wurde dariiber
hinaus auch noch dasselbe diprenylierte Xanthon von ,HcPT-2“ gebildet, nur in diesem Fall als einziges
enzymatisches Produkt ohne die monoprenylierte Vorstufe 1,3,6,7-TH8PX. Somit konnte gezeigt werden,
dass gleich zwei Johanniskraut-PTs durch doppelte Kondensation von Isopreneinheiten an dasselbe C-Atom
des gleichen Substrates dasselbe Produkt generieren kdnnen. Die ermittelte R; von Patulon implizierte aus
der Erfahrung heraus, dass zwei Prenylreste angehangt sein missen, was mittels MS leicht bestatigt wurde.
Dass es sich dabei um eine eher atypische Xanthonstruktur handelte, wurde in den friihesten HPLC-Analy-
sen bereits anhand des flir Hydroxyxanthone ungewohnlichen UV-Spektrums festgestellt. Begriindet durch
die Dearomatisierung eines der beiden Benzol-Ringe wird das gesamte Absorptionsverhalten beeinflusst:
Durch Wegfall einer der konjugierten C—C-Doppelbindungen verkleinert sich das delokalisierte m-Elektro-
nensystem im Grundgerist und es folgt eine Verschiebung der UV-Absorptionseigenschaften in den kurz-
welligeren UV-Bereich (hypsochromer Effekt), was einerseits die sog. ,Blauverschiebung” des Absorptions-
maximums von ca. 315 nm (1,3,6,7-THX) zu ca. 290 nm (Patulon) erklart, auf der anderen Seite aber auch
bereits durch die im Tageslicht deutlich blassere Farbe von Patulon im Vergleich zum intensiv gelb-gefarb-
ten Substrat 1,3,6,7-THX ersichtlich ist. Weil die produzierten Mengen aus den in vitro-Enzymassays fir eine
eigene komplette Strukturaufklarung zu gering waren, erfolgte die zweifellose Identifizierung des enzyma-
tischen Produktes als Patulon letztlich Gber eindeutige analytische 1:1-Abgleiche (HPLC (R;), UV, LC-MS/
MS-MS) mit der aus den Zellsuspensionskulturen isolierten, aufgereinigten und NMR-identifizierten
Referenz. Somit ist auBBer der Hyperxanthon E-bildenden AS-PT ,HcPT“ auch die Funktion von ,HcPT-2“ im
Sekundarstoffwechsel des Johanniskrauts aufgedeckt, die ausgehend von 1,3,6,7-THX ein zweites natrli-
ches Phytoalexin mitproduziert. Die Ergebnisse der zuvor bereits erwahnten Genexpressionslevel harmo-
nieren auch in Bezug auf ,HcPT-2“ mit dem Verhalten der induzierten H. calycinum-Zellkulturen: Im Gegen-
satz zu den auf Stress-Reize in planta schnell/friih hochregulierten Genen der Hyperxanthon E-Biosynthese,
die auch die erste biochemische Abwehrreaktion darstellt, steigen die , HcPT-2“-Transkriptmengen erst
spater und auch langsamer an bis zu einem Maximum bei ca. 16 h, was in den zeitlichen Kontext der
verzogert auftretenden, spateren Patulon-Produktion als sekundadre phytochemische Verteidigungsstrate-
gie im Zellkultursystem passt. Wie auch bei ,HcPT“ sind die semiquantitativen Transkript-Analysen von
MULLER® ein unterstitzendes Hilfsmittel zur Argumentation und Einbettung der AS-PTs in die Biosyn-
these-Vorgange, und neuere gPCR-Untersuchungen von ELINE BIEDERMANN (AG Wittstock, Institut fir Phar-
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mazeutische Biologie, TU Braunschweig) bestatigten und reproduzierten die Expressionskurven erfolgreich
(Daten unveroffentlicht), was die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse unterstiitzt und validiert.

Die generelle enzymatische Aktivitdat mit weiteren Substraten, besonders weiteren Xanthonen, liefert
keinen auswertbaren Zugewinn. Beide zuvor beschriebenen AS-PTs akzeptieren auch 1,3,7-THX und kdnnen
entsprechend der Aktivitat an 1,3,6,7-THX dieselben Reaktionen katalysieren. Die Umsetzung des Substra-
tes ist bei 1,3,7-THX nur deutlich geringer, was auf einen positiven Effekt der Hydroxylgruppe an C-6 des
Xanthon-Grundgeriistes fiir die Ausrichtung des Substrates im aktiven Zentrum der Johanniskraut-PTs oder
flr die Stabilitdit des Enzym-Substrat-Komplexes spricht. Auch scheint die C-7-Hydroxylgruppe einen
wichtigen Einfluss auf die Substratbindung und die Umsetzung zu haben, da es beispielsweise bei 1,3,5,6-
THX zu keiner bzw. nahezu keiner Umsetzung durch ,HcPT“ und ,HcPT-2“ kommt. Mechanistische Progno-
sen auf molekularer Ebene sind jedoch nicht zielfiihrend, solange es keine Enzym-Substrat-Interaktions-
studien oder idealerweise Kristallstrukturen der AS-PTs gibt —insofern sind die Ideen zur (Nicht-)Akzeptanz
von Xanthon-Substraten mit Vorsicht zu behandeln. Ebenso sind die Uberlegungen beziiglich der
Positionen, an denen die Prenylreste am Xanthon gebunden werden, nur abgeleitet von bereits bekannten
pflanzlichen Sekundarstoffstrukturen — mit Ausnahme der NMR-identifizierten ,HcPT“-Produkte von
1,3,6,7-THX und DMAPP. Auch wenn dhnliche Voraussetzungen bestehen und es sogar andere Hypericum-
Arten sind, auf die verwiesen werden kann, sollten erst weitere Strukturuntersuchungen der in vitro-
Ergebnisse vorgenommen werden, will man sich der weiteren Prenylxanthone sicher sein—ist doch
beispielsweise in Xanthon-haltigen Pflanzen sowohl die Bildung eines mit DMAPP an C-2-, C-5- oder auch
C-8-substituierten 1,3,6,7-THX bekannt*%%%63* Eine generelle Frage, die stellvertretend und exemplarisch
die Notwendigkeit einer detaillierteren Aufklarung veranschaulichen soll, ist auerdem auch, ob es
zwangslaufig Giberhaupt zu Prenylierungen an C-Atomen kommen muss, wovon im Rahmen dieser Arbeit
am Johanniskraut grundsatzlich ausgegangen wird. Ein UV-Spektrum lieBe sich ndmlich durch die Preny-
lierung einer Hydroxylgruppe am Xanthon kaum von dem C-prenylierten oder sogar nicht-prenylierten
Substrat unterscheiden, da es maximal zu geringfligigen induktiven Effekten am aromatischen Zentrum der
phenolischen OH-Gruppe kame, die jedoch nur minimal die UV-Absorptionseigenschaften beeinflussen
wirden. Auch eine MS-Analyse kénnte keine ndheren Aufschlisse liefern, da die gesamte Molekiilmasse
sowohl bei C- als auch O-prenylierten Strukturen identisch ware (jeweils Austausch eines H-Atoms gegen
einen Prenylrest) und in der Fragmentierung jeweils die reine Kohlenstoff-Seitenkette im Ganzen
abgespalten werden wiirde. Anhaltspunkte liefern diesbeziiglich, wenn keine NMR-Analyse moglich ist, also
nur die Vergleiche mit der Literatur, die fir pflanzliche Xanthone —im Gegensatz zu deren Analoga aus

Pilzent%!

— ausschlieBlich die Anknipfung von Prenyleinheiten an C-Atome beschreibt. Selbst bei cycli-
sierten Strukturen wie dem 5-Methoxy-2-deprenylrheediaxanthon aus den Wurzeln von Hypericum-Ar-
ten®*?3%% pej dem theoretisch zuerst eine O-Prenylierung und anschlieRend ein Ringschluss angenommen
werden konnte, wird stattdessen am C-Atom invers prenyliert und nachfolgend tber die Hydroxylgruppe
cyclisiert. Solche Substrat-Prenylierungen (ber das C—3 des DMAPPs sind zwar generell auch in Pflanzen
selten, aber im Vergleich zu O-Prenylierungen an Xanthonen immerhin bekannt und wurden sogar schon in
einer Hypericum-Art nachgewiesen®®\. AuRerdem kann bei vorliegender, aufgeklarter Struktur die Biosyn-
these anhand der Position der Methylsubstituenten des urspriinglichen Prenyldonors leicht riickwérts nach-
verfolgt werden. Schlussendlich erscheint es also logisch und wahrscheinlich zugleich, dass die vorher-
gesagten Strukturen der durch ,HcPT“ und ,HcPT-2“ in vitro prenylierten Xanthone (siehe 5.6.3, 5.6.5) die
wahren Strukturformeln und gleichzeitig den tatsachlichen Zustand im Zellkultursystem/Johanniskraut
widerspiegeln. Ein endgiltiger Beweis mit definierter Anknipfungsposition kann dennoch nur durch
aufklarende Verfahren nach Produktion im GroBRmalRstab erbracht werden, wie am Beispiel der Charakteri-

sierung von ,HcPT” gezeigt.
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Fir ,HcPT-1“ aus den Zellsuspensionskulturen von H. calycinum sowie ,HpPT-1“ ,HpPT-5“ und
,HpPT-8“ aus H. perforatum wurde ebenfalls enzymatische Aktivitdit an Xanthonen gefunden. All diese
AS-PTs arbeiten wie schon ,,HcPT“ und ,,HcPT-2“ ausschlief3lich mit denselben, bereits diskutierten Xanthon-
Substraten und formen sie in gleicher Weise um. Gerade wegen des ausbleibenden funktionellen Zuge-
winns und der niedriger ausfallenden enzymatischen Umsetzung kann eine gesonderte Diskussion dieser
Ergebnisse vernachlassigt werden. Einzige erwahnenswerte Besonderheit liefert ,HpPT-5, die im Vergleich
nicht nur als einzige Xanthon-prenylierende Johanniskraut-PT das Substrat 1,3,7-THX dem hydrophileren
1,3,6,7-THX vorzieht, sondern dieses auch mit der groRten relativen Umformung aller getesteten AS-PTs
fast komplett zum monoprenylierten Produkt umsetzt. Auch hier gilt, dass es unklar ist wie die Struktur des
einfach prenylierten Xanthons aussieht, da es im Rahmen der vorliegenden Arbeit zu keiner Struktur-
aufklarung kam —eine C—8-Prenylierung in Analogie der charakterisierten ,HcPT“-Produkte ist genauso
wahrscheinlich wie beispielsweise die C-2-Prenylierung zum 1,3,7-TH2PX, das bereits mehrfach in Pflanzen
verwandter Familien beschrieben wurde®%****!, Dass die Bildung prenylierter Xanthone fiir ,HcPT-1“ und
die anderen AS-PTs aus H. calycinum nicht verwunderlich ist, liegt an dem natirlichen Vorkommen
entsprechender Sekundarstoffe im GroRkelchigen Johanniskraut als Ausgangspunkt dieser rekombinanten
Enzyme. Ungewdhnlich erscheint dieser Fall hingegen fiir die verbliebenen aktiven AS-PTs aus H. perfora-
tum. Xanthone reprasentieren namlich keine mengenmaRig relevante Inhaltsstoffgruppe im Echten
Johanniskraut, und sie kommen nachgewiesenermalien auch nicht in der Arzneidroge (oberirdische Pflan-
zenteile), sondern in unterirdischen Organen vor. Unter diesen Xanthonen sind auch prenylierte Derivate
wie Paxanthon, Toxyloxanthon B und die atypische Verbindung 5-Methoxy-2-deprenylrheediaxanthon be-

kannt, die gehauft in Zellkulturen von H. perforatum auftreten!***>*!

d [204,329]

, jedoch nur sehr selten in den Wurzeln
der Arzneipflanze zu finden sin . Umso mehr Uberraschte es nun, dass die getesteten ,HpPT-1°,
,HPPT-5“ und ,HpPT-8“, die aus den blitenassoziierten Reproduktionsorganen isoliert und kloniert
wurden, alle dieselben Xanthon-Grundgeriste prenylierten. Dabei entpuppte sich ,,HpPT-1“ sogar als das
funktionelle ,,HcPT“-Pendant aus H. perforatum, da beide AS-PTs in gleicher Weise und auch vergleich-
barem Umfang dieselben Reaktionen an denselben Xanthon-Substraten katalysieren —was bei einer
86%igen Sequenzahnlichkeit der beiden Enzyme untereinander auf den ersten Blick keine zu erwartende
Selbstverstandlichkeit ist. Bei genauerer Untersuchung kann aber festgestellt werden, dass mehr als die
Halfte der Sequenzunterschiede auf den N-terminalen Bereich entfdllt, welcher die vorhergesagten
Transitpeptide der beiden AS-PTs beinhaltet. Lasst man diese hochstwahrscheinlich nicht fur die katalyti-
sche Enzymaktivitat wichtigen Prasequenzen aullen vor, so verringert sich die Anzahl an Sequenzunter-
schieden nochmals um mehr als die Hilfte, so dass die eigentliche Enzym-Ahnlichkeit viel héher ist und eine
ahnliche Substratspezifitat wieder wahrscheinlicher erscheint. Wieso nun letztlich aber drei an Xanthonen
aktive AS-PTs in Knospen und Bliiten von H. perforatum gefunden wurden, obwohl in der gesamten
Arzneipflanze keine prenylierten Sekundirstoffe mit Ahnlichkeit zu den Produkten der Enzymassays
bekannt sind, bleibt die abschlieRend zu kldrende Frage. Dass iberhaupt erst Xanthon-spezifische PTs in der
Pflanze Echtes Johanniskraut existieren, wurde zu Beginn der Uberlegungen aus eben diesem Grund nicht
einmal fiir wahrscheinlich gehalten. In fast allen Zellkultursystemen von H. perforatum — seien es Kallus-,
Suspensions-, Wurzel- oder Sprossling-Kulturen — kénnen jedoch nach Hormon- oder Elicitor-Behandlung
prenylierte Xanthone detektiert werden, die zuvor nicht nachzuweisen waren. Das legt die Vermutung
nahe, dass die Moglichkeit der enzymatischen Prenylierung von Xanthonen ausschlielich bei Stress-Reizen
relevant ist und genutzt wird, um einem beispielhaften Pathogen- oder Herbivoren-Befall mit diesen
prenylierten Phytoalexinen zu begegnen'****®\. Gesundes, nicht infiziertes Johanniskraut sollte demnach
auch kaum nachweisbare Prenylxanthone enthalten, wie es gemeinhin beschrieben ist — mit Elicitoren
behandeltes oder absichtlich einem Pathogen ausgesetztes Johanniskraut misste allerdings eine gleiche
Reaktion wie die Kultursysteme zeigen und in ahnlicher Weise dazu in der Lage sein stressinduziert diese
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Abwehrstoffe in groBerer Menge zu produzieren. Derartige Untersuchungen und Publikationen stehen
allerdings zum aktuellen Zeitpunkt noch aus. Die grundlegend geringen Mengen bzw. die ganzliche Abwe-
senheit prenylierter Xanthone in der intakten Arzneipflanze bei gleichzeitigem Vorkommen anderer
Sekundarstoffe in groReren Mengen sind dariiber hinaus eine Erklarung der epigenetischen Verteidigungs-
strategie des Echten Johanniskrauts, die auch Pasqua et al.®**"! dhnlich formulieren: In frithen Entwicklungs-
stadien sowie im Zustand undifferenzierter Gewebe und Einzelzellen (Kallus, Zellsuspension) stellen (preny-
lierte) Xanthone die wahrscheinlich einfachste, wichtigste und effizienteste Inhaltsstoffgruppe dar, wah-
rend keine anderen Sekundarstoffgruppen zur biochemischen Abwehr gebildet werden (kdénnen). In
Wachstums- und Reproduktionsphasen kénnen dann durch Differenzierung von Geweben sowie Ausbil-
dung sekretorischer, anatomischer Strukturen im weiteren Verlauf neue und komplexere, spezifischer
wirksame Sekundarstoffe wie die PPAPs und Naphthodianthrone produziert und gespeichert werden,
wodurch die Notwendigkeit der Xanthon-Produktion sinkt. Somit ldsst sich zumindest schon die Ungleich-
heit der Sekundarstoffprofile von Zellkultur und reifem Johanniskraut erklaren, jedoch nicht die Expression
der AS-PT-Gene fiir prenylierte Xanthone in davon freiem Gewebe — auf den ersten Blick ein Uberfliissiger
Stoffwechselvorgang. Theoretisch sind die Voraussetzungen von Grund auf gegeben, da weitlaufig bekannt
die genetische Ausstattung jeder einzelnen Zelle — sei es aus Zellkulturen oder der intakten Pflanze —iden-
tisch ist und somit auch in den Xanthon-freien Bliiten die Proteinbiosynthese von dafiir relevanten AS-PTs
stattfinden kann. Durch die Klonierung der entsprechenden PT-cDNAs aus mRNA wurde in dieser Arbeit
letztlich selbst der Beweis erbracht, dass tatsachlich eine wahrscheinlich konstitutive Expression der Gene
von ,HpPT-1“ ,HpPT-5“ und ,HpPT-8” in den geschlechtlichen Reproduktionsorganen von H. perforatum
stattfinden muss. Ein praktischer Vergleich, ob wenigstens auch zeitgleich die Expression in Wurzeln
(einzige Xanthon-haltige Gewebe) der intakten Arzneipflanze stattfindet, ist an dieser Stelle nicht direkt
moglich — eine molekularbiologische Analyse von Wurzelgewebe wurde zugunsten der Untersuchung
Hyperforin-haltiger Gewebe (oberirdische Pflanzenteile) vernachlassigt. Als Loésung ware ein qualitativer
Nachweisversuch von ,HpPT-1“, ,,HpPT-5“ und ,HpPT-8“ in den Wurzeln durch eine RT-PCR — wie bei der
Klonierung der drei betrachteten AS-PTs — moglich (siehe 5.4.4, 5.4.8 und 5.4.11), sofern auch extrahierte
RNA aus Wurzelmaterial als Matrize eingesetzt wird. Quantitativ waren dariber hinaus gPCR-Analysen ge-
eignet, um das AusmaR der Expression zu bestimmen. Da jedoch weder Wurzelgewebe untersucht wurde
noch die Technik der qPCR wahrend der hier diskutierten Laborarbeiten zur Verfligung stand, kénnen
zumindest die FPKM-Werte aus dem MPGR-Transkriptom zur Argumentation herangezogen werden (sie-
he 4.3.1). BLAST-Analysen der klonierten Volllange-cDNAs von , HpPT-1“, ,,HpPT-5“ und ,HpPT-8“ gegen die
MPGR-Datenbank (siehe 3.9; Modus: blastn; Datenbank: H. perforatum sequence assembly — MSU vf)
zeigen dabei, dass die den AS-PTs entsprechenden, d.h. zuordenbaren Transkripte auch wirklich gleichzeitig
sowohl in Bluten als auch den Wurzeln vorhanden sind (Tabelle 6.2).

Offensichtlich werden alle drei Xanthon-relevanten AS-PTs zur selben Zeit in unterschiedlichen Pflanzen-
teilen exprimiert, unabhangig von spezifischer Differenzierung und umgebendem Sekundarstoffprofil. In
Waurzeln, dem einzigen Synthese- und/oder Speicherort von Xanthonen im Echten Johanniskraut, ist die
rdumliche Nahe von Substrat und AS-PT gegeben, auch wenn bis auf wenige seltene Ausnahmen keine
prenylierten Produkte aus einer moglichen Reaktion publiziert sind?****). Die urspriingliche Ausgangsfrage,
warum aber Uberhaupt ,HpPT-1“, ,HpPT-5“ und ,HpPT-8“ ohne erkennbare Funktion exprimiert werden
und dann auch noch aullerhalb der erwarteten Pflanzengewebe zu finden sind, konnte auch durch die
bisherige Argumentation noch nicht beantwortet werden. Wie die bis hierhin fiihrende Diskussion zeigt,
kdnnen argumentativ nur die Rahmenbedingungen beim derzeitigen Ergebnisstand verdeutlicht und erklart
werden, so dass letztlich folgende Interpretationsansatze vermutet werden und bleiben: Auf der einen
Seite steht die Theorie, dass Xanthone eine Gruppe von akzeptierten Aromaten sind, sie jedoch nicht die
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Tabelle 6.2 Ubersicht der MPGR-BLAST-Ergebnisse von Xanthon-assoziierten AS-PTs aus H. perforatum

AS-PT MPGR Sequenz-ID Gewebe als Quelle der gefundenen Transkripte FPKM-Werte
HpPT-1 / HpPT-8 | hpa_locus_27262 /29170 | Bliiten
flower-whole buds; flower bud-pistil stamen sepals | 21,1; 14,6 / 28,7; 17,5

Waurzeln

oldest part of root; middle aged part of root /

middle aged part of root; oldest part of root 143;129/6,5 5,3

HpPT-5 hpa_locus_11003 Wurzeln
oldest part of root; middle aged part of root 9,5,5,0
Bliiten
flower-whole bud petal; flower-whole mature 0,5;,04

einzigen und v.a. nicht die eigentlich physiologischen Substrate darstellen, es folglich noch weitere, bessere
Substrate fur die drei Johanniskraut-PTs gibt. Berechtigterweise bleibt aber die Gegenfrage, um welche
bisher noch unentdeckten Substrate es sich dabei handeln soll, da das Sekundarstoffprofil von H. perfora-
tum, insbesondere aus den als Arzneidroge verwendeten Teilen, ausgiebig untersucht und bekannt ist.
AulRerdem sind bereits im Substratscreening unterschiedliche aromatische Grundgeriste getestet worden
und keine dieser Strukturen wurde jeweils umgesetzt. Zusatzlich sprache dieser Zustand gegen die weithin
bekannte enge Substratspezifitdt von pflanzlichen AS-PTs. Auf der anderen Seite ist es denkbar, dass das
Johanniskraut eine Art Standby-Zustand zur biochemischen Abwehr aufrechterhalt. Dahinter steckt der
Gedanke, dass sich in einem geringen Ausmal die Biosynthese-Gene in einer konstitutiven Expressions-
phase befinden, welche es dem Johanniskraut ermoglicht bei Pathogen- oder FraRbefall quasi augen-
blicklich und ohne zwischengeschaltete Proteinbiosynthese Xanthone als Abwehrstoffe (Erstlinienantwort)
zu produzieren. Auch diese Vermutung ist aber aus zweierlei Hinsicht nicht zufriedenstellend. Einerseits
wurde bis heute noch nie von prenylierten Xanthonen, wie sie durch ,HpPT-1“, ,,HpPT-5“ und , HpPT-8"
gebildet werden, in der Arzneipflanze berichtet — selbst von einem unterschwelligen Vorkommen in ebenso
geringer Menge wie die detektierten Transkripte der AS-PTs in der Pflanze ist nichts bekannt. Andererseits

zeigten GAID et al.”*¥

in Zellsuspensionskulturen, dass weiter vorgeschaltete Enzyme im Xanthon-Biosyn-
theseweg eben nicht permanent exprimiert werden und somit die Bildung des bendtigten Starter-Molekiils
Benzoyl-CoA ebenso wie das unsubstituierte Xanthon-Grundgerist nicht dauerhaft und auf Abruf zur
Verfligung stehen. Als dritter potentieller Erklarungsansatz kann die Mdglichkeit einer zweiten enzyma-
tischen PT-Funktion neben der Prenylierung von Aromaten vermutet werden. Neueste, jedoch bisher nicht
valide Ergebnisse aus unserer AG deuten nach vorldufiger

Auswertung namlich einen ebensolchen Sachverhalt an: In einem Standard-in vitro-Assay einer anderen
AS-PT mit DMAPP als einzigem Prenyldonor konnte erstaunlicherweise ein monogeranyliertes Produkt
entdeckt werden, was fiir eine Dimethylallyltranstransferase-Aktivitat (GPP-/FPP-Synthase) sprache. Sollte
sich diese zusatzliche kettenverlangernde, aliphatische PT-Aktivitdt entgegen aller Erwartungen—es
besteht zum Einen nur geringe Sequenzédhnlichkeit mit GPP-/FPP-Synthasen (ca. 20%; Abbildung 6.12) und
zum Anderen ist eine solche enzymatische Doppelfunktion bisher in der Natur unbekannt — bewahrheiten,
so konnte dies auch fiir ,HpPT-1“, ,,HpPT-5“ und ,HpPT-8“ eine mogliche Begriindung fir deren verbreite-
tes Auftreten in H. perforatum sein. Da GPP in unterschiedlichsten Vorgdngen des Sekundarmetabolismus
(aber auch im Primérstoffwechsel) bendtigt wird, ware sowohl die konstitutive Expression entsprechender
Gene als auch das gleichzeitige Auftreten in verschiedenen, ausdifferenzierten Geweben stichhaltig erlau-
tert. All diese Spekulationen werden sich allerdings erst ausrdumen lassen, wenn zukilinftig weitere Unter-
suchungen an den jeweiligen Johanniskraut-PTs, u.a. moglicherweise auch mit linearen, aliphatischen Sub-
straten oder ausschlieRlich mit Prenyldiphosphaten untereinander, durchgefiihrt wurden.
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Abbildung 6.12 Alignment zum Aminosdure-Sequenzvergleich einer echten pflanzlichen FPP-Synthase (aus H. lupulus, Registrie-
rungsnummer: AAK58594.1) und HpPT-1. Rote GroRbuchstaben: Konservierte Aminosduren; blaue Kleinbuchstaben und rote Son-
derzeichen im Consensus: Unterschiedliche Aminosauren

Letztlich wurden nicht nur mit den Xanthon-assoziierten AS-PTs, sondern auch den Ergebnissen der
Hyperforin-Biosynthese aus der vorliegenden Arbeit erfolgreich Grundlagen gelegt, die gentigend und
weitreichende Ansatzpunkte fiir eine erfolgreiche Weiterentwicklung des Projektes liefern. Detailliertere
Analysen der hier entdeckten sowie qualitativ und funktionell untersuchten, rekombinanten AS-PTs zur
Lokalisierung und Charakterisierung werden dafiir sorgen, dass die Biosynthese-Vorgange in der Arznei-
pflanze H. perforatum auf molekularer Ebene weiter aufgeklart und noch besser verstanden werden. Das
Verstandnis des Biosynthese-Mechanismus vom PPAP Hyperforin und des Ubrigen Sekundarstoffwechsels
wird Johanniskraut-PTs zu einem potenten gentechnischen Werkzeug erheben kénnen, mit dessen Hilfe
sich die biotechnologische Produktion von bioaktiven Naturstoffen durch Reproduktion der genuinen Bio-
synthesewege nicht mehr blof8 als eine Illusion, sondern eine nicht allzu ferne Zukunftsvision darstellt.
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7  ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Acylphloroglucine (APs) sind weitverbreitete Sekundarstoffstrukturen in Pflanzen, zu denen u.a. auch die
polycyclischen polyprenylierten APs (PPAPs) zdhlen. Sie zeichnen sich durch faszinierende, komplexe Mole-
kilstrukturen und interessante, potente Bioaktivitdten aus. Das bekannteste und bestuntersuchte PPAP ist
Hyperforin, der Hauptinhaltsstoff des seit der Antike und bis heute als Arzneipflanze verwendeten Echten
Johanniskrauts (Hypericum perforatum L.). lhm werden aus aktueller wissenschaftlicher Sicht eine zentrale
Rolle an der antidepressiven Wirksamkeit von Johanniskraut-Extrakten sowie weitere vielversprechende
pharmakologische Eigenschaften zugeschrieben[so]. Da der steigende Bedarf an Johanniskraut und im Spe-
ziellen an Hyperforin kaum durch Kultivierung oder eine aufwandige, unwirtschaftliche Vollsynthese ge-
deckt werden kann, erweckt eine mogliche biotechnologische Produktion grolRes Interesse. Voraussetzung
dafiir ist die Entdeckung und Nutzbarmachung von beteiligten Enzymen des weitestgehend auf Vorher-

2691 Zie| dieser Arbeit ist es aromatische

sagen beruhenden, pflanzlichen Hyperforin-Biosyntheseweges
Sekundarstoffwechsel-Prenyltransferasen (AS-PTs) aus H. perforatum, die Isoprenreste auf Aromaten Uber-
tragen und bei der Hyperforin-Synthese in planta eine wichtige Rolle spielen, zu identifizieren, heterolog zu
exprimieren und funktionell zu charakterisieren.

Durch Literatur- und Sequenzvergleiche konnten zwei konservierte Aspartat-reiche Motive innerhalb der
pflanzlichen Enzymfamilie ausgemacht werden, von denen degenerierte Primer abgeleitet wurden. Parallel
wurden mit bekannten AS-PT-Sequenzen und Genfragmenten aus unserer Arbeitsgruppe (AG) vier
Transkriptom-Datenbanken exzessiv nach moglichen PT-cDNAs durchsucht. Anhand ausgewahlter Treffer-
Sequenzen wurden ebenfalls Klonierungs-Primer entworfen. Qualitativ hochwertige RNA aus dem poly-
phenolreichen Pflanzenmaterial von H. perforatum konnte nach ausreichender Validierung mit einer LiCl-

(2401 Daraus gewonnene cDNA diente in der Homologie-Klonierung als

Fallungsmethode isoliert werden
Matrize fur Volllange-Klonierungen und Gen-Vervollstdndigungen. Mit ausgeweiteten molekularbiologi-
schen Techniken lieRen sich letztlich acht putative PT-Gene (,,HpPT-1-8“) aus H. perforatum isolieren und
vier weitere PT-cDNAs (,,HpPT-9“ aus H. perforatum; ,HcPT“, ,,HcPT-1“ und ,HcPT-2“ aus H. calycinum) aus

einer Vorganger-Arbeit??”

umklonieren. Bioinformatische Berechnungen/Vorhersagen zu Eigenschaften,
Struktur, in vivo-Verhalten etc. ergaben, dass erwartungsgemaR alle Ubersetzten Proteinsequenzen (380—
411 aa) beide konservierte Motive, mehrere transmembrandre Doméanen und vermeintliche Transitpeptide
besalRen. Sowohl diese erfillten Kriterien pflanzlicher AS-PTs als auch die phylogenetisch nahe Verwandt-
schaft zum AP- und Flavonoid-Stoffwechsel indizierten, dass AS-PTs aus Johanniskraut vorlagen. Nach ver-
schiedenen, erfolglosen Expressionsversuchen in Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae) wurden alle zwolf
putativen AS-PTs als rekombinante Baculoviren heterolog in Insektenzellen (Spodoptera frugiperda, Sf9)
Uberexprimiert. Nach Etablierung und Validierung einer Methode fiir die Extraktion von Mikrosomen aus
sf9-zellen®® wurden in vitro-Aktivitatsuntersuchungen durchgefiihrt und Bioaktivitat fir acht rekombi-
nante AS-PTs gefunden. Sechs der aktiven Enzyme akzeptieren nahezu ausschlielich Xanthon-Grund-
gerliste als Substrate und prenylierten diese einfach und/oder doppelt mit Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP). Hervorzuheben ist dabei ,HcPT, die durch Kondensation von DMAPP an das C-8-Atom von
1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon (1,3,6,7-THX) die offenkettige Vorstufe des in H. calycinum induzierbaren
Phytoalexins Hyperxanthon E katalysierte und funktionell charakterisiert wurde'?**?®*!. Das identische
Substrat 1,3,6,7-THX konnte auRerdem durch ,HcPT-2“ gleich doppelt mit DMAPP zum dearomatisierten
Patulon, einem weiteren Phytoalexin aus Elicitor-behandelten H. calycinum-Zellen, umgesetzt werden (GAID
et al., Daten unveroffentlicht). Neben den Xanthon-spezifischen AS-PTs zeigten zwei der Johanniskraut-PTs
(,HpPT-2“ und ,HpPT-6“) enzymatische Aktivitit am aromatischen Hyperforin-Grundgerist, dem AP
Phlorisobutyrophenon (PIBP). Bei Einsatz des Prenyldonors DMAPP konnte ,,HpPT-2“ sowohl ein als auch
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zwei Prenyl-Molekiile addieren — bei Verwendung von Geranyldiphosphat (GPP) wurde PIBP einfach enzy-
matisch geranyliert. ,HpPT-6“ konnte in einem nachfolgenden Schritt das monogeranylierte PIBP aufgreifen
und mit einem zusatzlichen Dimethylallylrest versehen. Somit konnten letztendlich die ersten beiden Preny-
lierungsschritte der postulierten Hyperforin-Biosynthese durch rekombinante, membranstandige AS-PTs
aus H. perforatum nachgewiesen werden.

Ausgehend von den erarbeiteten PT-Informationen kénnen nun die weiteren Johanniskraut-AS-PTs nach
Beispiel von ,,HcPT“ biochemisch charakterisiert werden. Dazu zahlen auch Lokalisationsstudien in homolo-
gen Expressionsorganismen (Tabak) oder H. perforatum selbst, um die Fragen nach Metabolon-Beteiligung
und definitiven Biosynthese-Orten von (P)PAPs zu beantworten. Auch erste Kristallisationsversuche einer
pflanzlichen AS-PT kénnen nach optimierten Reaktionsbedingungen angedacht werden, um mehr lber die
beteiligten aktiven, katalytischen Enzymdomdnen und den Prenylierungsmechanismus von AS-PTs zu
erfahren. Mit detaillierterem Wissen kénnen dann gezielt weitere kombinierte Experimente am Johannis-
kraut geplant werden: Einerseits kdnnen enzymatische Produkte einer Johanniskraut-PT anderen AS-PTs als
Substrate angeboten werden, um die enzymatische Biosynthese-Kaskade von Hyperforin oder auch ande-
ren prenylierten APs vollsténdig in vitro nachzustellen. Andererseits kdnnen mehrere rekombinante AS-PTs
zusammen in einer Reaktion vereint (entsprechend ,HpPT-2“ und ,HpPT-6“) oder sogar co-exprimiert
werden, um den Nachweis eines in vitro-Metabolons zu beweisen und mehrere Biosynthese-Schritte bzw.
die gesamte Bildung auf einmal nachzustellen. Ein Wechsel in ein optimiertes, eukaryotisches Mikroorga-
nismen-Expressionssystem wie Hefe ist in Zukunft auRerdem anstrebenswert (u.a. durch Methoden-
optimierung, Codon-Optimierung von AS-PT-Genen und deren Genomintegration), um eine 6konomische,
effektive biotechnologische Produktionsplattform zu erschaffen. Somit kdnnen nicht nur (poly-)prenylierte
Naturstoffe aus dem Johanniskraut oder anderen interessanten (Arznei-)Pflanzen im industriellen MaRstab
produziert werden, sondern es waren auch durch gezielte Enzym-Kombinationen unterschiedlichster
rekombinanter AS-PTs nach Baukastenprinzip stabilere/besser 16sliche Derivate bekannter Sekundarstoffe
oder sogar ganz neue Substanzen mit eigener Bioaktivitat denkbar.
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8  VERZEICHNISSE / AUFLISTUNGEN

8.1. Abkiirzungen
Abkiirzung Erlauterung Abkiirzung Erlduterung
[s] L e ———— CLSM konfokale Laserscanrﬂng—Mlkroskople (engl.
confocal laser-scanning microscopy)
°C Grad Celsius CNL Cinnamat:CoA-Ligase
A Wellenlange Co. engl. company
1,3,5,6-THX 1,3,5,6-Tetrahydroxyxanthon Coomassie Coomassie-Brillant-Blau G-250
1,3,6,7-TH5PX 1,3,6,7-Tetrahydroxy-5-prenylxanthon COX-1 Cyclooxygenase-1
1,3,6,7-TH8PX 1,3,6,7-Tetrahydroxy-8-prenylxanthon CRH Corticoliberin (engl. corticotropin-releasing
hormone)
1,3,6,7-THX 1,3,6,7-Tetrahydroxyxanthon CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid
1,3,7-TH2PX 1,3,7-Trihydroxy-2-prenylxanthon cTP Chloroplasten-Transitpeptid
1,3,7-TH6,8DPX  1,3,7-Trihydroxy-6,8-diprenylxanthon CYP3A4 Cytochrom P,50 3A4
1,3,7-TH8PX 1,3,7-Trihydroxy-8-prenylxanthon DAD Diodenarray-Detektor
1,3,7-THX 1,3,7-Trihydroxyxanthon dATP Desoxyadenosintriphosphat
2,34,6-THB 2,3%,4,6-Tetrahydroxybenzophenon DC Dinnschichtchromatographie
5-LO Arachidonat-5-Lipoxygenase DEAE-Dextran Diethyl-Aminoethyl-Dextran
aa Aminosaure(n) (engl. amino acid(s)) dH,0 demineralisiertes Wasser
AcMNPV Autographa cal/fo'rnlca multicapsid DMAPP Dimethylallyldiphosphat
nucleopolyhedrovirus
ACTH Adrenocorticotropes Hormon DMATS Dimethylallyltryptophan-Synthase
. Desoxyribonukleinsaure (engl.
AG AT DNA deoxyribonucleic acid)
AP(s) Acylphloroglucin(e) dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate
APP Amyloid-Precursor-Protein dsDNA doppelstrangige DNA
APS Ammoniumperoxodisulfat DTT Dithiothreitol
AS-PT Aromatische Sekundarstoffwechsel- E. coli Escherichia coli
Prenyltransferase
ATP Adenosintriphosphat EDTA Ethylend|a‘m|thetrae55|gsa.ure (.engl.
ethylenediaminetetraacetic acid)
bar SI-Einheit des Drucks eGFP verstarkt griin-fluoreszierendes Protein .
(engl. enhanced green fluorescent protein)
Nerven-Wachstumsfaktor (engl. brain- verstarkte Massenspektrometrie (engl.
BDNF . . EMS
derived neurotrophic factor) enhanced mass spectrometry)
BLAST engl. basic local alignment search tool engl. englisch
bp Basenpaar EPI verstark'ses Produkt-lon (engl. enhanced
product ion)
BPS Benzophenon-Synthase ER endoplasmatisches Retikulum
BUS Isobutyrophenon-Synthase ESI Elektrosprayionisation
bzw. beziehungsweise exp. experimentell
c Konzentration FLIM FIuoreszenzlet.)en‘sdau.er-N!|krosl.<op|e (engl.
fluorescence lifetime imaging microscopy)
ca. circa FPKM engl. f.ra?gments per kilobase of transcript
per million mapped reads
CacCl, Calciumchlorid FPP Farnesyldiphosphat
cDNA IBT\IWA;))Iementare DNA (engl. complementary FPPS Farnesyldiphosphat-Synthase
DS kodierende Gensequenz (engl. coding g Gramm
sequence)
CHI Chalkon-Isomerase GABA y-Aminobuttersaure
CHS Chalkon-Synthase GACP gut.e Iandwwtschaftllch.e Praxis (?ng/. good
agricultural and collection practice)
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ges. gesattigt MM Mastermix
GFP grun-fluoresnererﬁdes Protein (engl. green M-MulLV engl. Moloney murine leukemia virus
fluorescent protein)
monocyclische polyprenylierte
f. fall MPAP
g8 bl > Acylphloroglucine
GGPP Geranylgeranyldiphosphat MPGR engl. Medicinal Plant Genomics Resource
GPP Geranyldiphosphat mRNA Boten-RNA (engl. messenger RNA)
GSP genspezifische(r) Primer MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus
aureus
h Stunde(n) MS Massenspektrometrie
H. calycinum Hypericum calycinum MS/MS Tandem-Massenspektrometrie
H. perforatum Hypericum perforatum n.Chr. nach Christus
HBV Hepatitis B-Virus n.d. nicht detektierbar
HIV Humanes Immundefizienz-Virus NasPO, Natriumphosphat
Hochleist flissigkeitsch t hi . .
o¢ el.s HNgsTILISSIgRel S.c rqma ographie engl. National Center for Biotechnology
HPLC (engl. high performance liquid NCBI .
Information
chromatography)
Internationale statistische Klassifikation der
Krankheiten und verwandter
. . . N -Wachstumsfakt 1.
ICD-10 Gesundheitsprobleme (engl. international NGF :er\(li;: facatf)r)s MBS
statistical classification of diseases and s
related health problems)
Inc. engl. incorporation NH," Ammonium-lon
Institut fur Pfl tik und .
IPK nstitut 1dr Fiianzengenetik un NH;HCO3 Ammoniumhydrogencarbonat
Kulturpflanzenforschung
IPP Isopentenyldiphosphat NH,OH Ammoniumhydroxid
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid nm Nanometer
K,CO3 Kaliumcarbonat NMR Kernspinresonanzspektroskopie
K5PO, Kaliumphosphat NO Stickstoffmonoxid
kb Kilobase Nr. Nummer
KCl Kaliumchlorid NS Normalschliff
kDa Kilo-Dalton NSMRI Tricyclika .(en.g/.. non selective monoamine
reuptake inhibitors)
Km Michaeliskonstante NT(s) Neurotransmitter
| Liter ODgoo Optische Dichte bei A = 600 nm
LB Kulturmedium (engl. lysogeny broth) -OP Phosphatrest
Flussigchromatographie mit .
LCMS Massenspektrometrie-Kopplung opP Diphosphatrest
Licl Lithiumchlorid ORE offener Leserahmen (engl. open reading
frame)
Lit. Literatur ori Repl'lkat'lonsursprung (engl. origin of
replication)
LS Kulturmedium nach Linsmaier/Skoog PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
m/z Masse/Ladung PAL Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
mA Milliampere PCR Polymerase-Kettenreaktion
MAO Monoaminoxidase PEG Polyethylenglycol
mAU M.|II.|absorpt|onse|n.he|t (engl. Ph. Eur. Europaisches Arzneibuch
milliabsorbance unit)
MCS Polylinker (engl. multiple cloning site) pl isoelektrischer Punkt
MDR1 engl. multidrug-resistance-protein 1 PIBP Phlorisobutyrophenon
MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure PIVP Phlorisovalerophenon
mg Milligramm PKS Polyketid-Synthase
min Minute(n) pM picomolar
ml Milliliter PMT Sekundare!ek.tronenverwelfacher (engl.
photomultiplier tube)
mM millimolar Pos. Position
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polycyclische polyprenylierte Hybridisierungstemperatur (engl. annealing
PPAPs ) Ta

Acylphloroglucine temperature)
PT Prenyltransferase TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
PVP Polyvinyl(poly)pyrrolidon Twm Schmelztemperatur
PXR Pregnan-X-Rezeptor TMH Transmembranare a-Helix
Pz Pharmazeutische Zeitung TP Transitpeptid

o . T t | (Tris(hyd thyl)-

qPCR quantitative Echtzeit-PCR TRIS rometamol (Tris(hydroxymethyl)

aminomethan)

klassischer, nichtselektiver Kationenkanal
RACE engl. rapid amplification of cDNA ends TRPC (TRP-Kanal; engl. canonical transient
receptor potential channel)
Restriktionsendonuklease /

RE o TU Technische Universitat
Restriktionsenzym
R¢ Retentionsfaktor bzw. Riickhaltefaktor U Einheit (engl. unit)
RNA Ribonukleinsdure (engl. ribonucleic acid) UAW unerwiinschte Arzneimittelwirkung
RP Umkehrphase (engl. reversed phase) UN Uber Nacht
R, Retentionszeit UTR unt_ranslatlerter Bereich (engl. untranslated
region)
RT Reverse Transkriptase uv ultraviolett
s Sekunde(n) v Umsetzungsgeschwindigkeit
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae v.a. vor allem
S. frugiperda Spodoptera frugiperda v.Chr. vor Christus
SAP engl. shrimp alkaline phosphatase Vimax maximale Umsetzungsgeschwindigkeit
sf9 Insek_tenzellllnle aus Spodoptera frugiperda- Vit. Vitamin
Ovarien
DS Natriumlaurylsulfat (engl. sodium dodecyl VPS Isovalerophenon-Synthase
sulfate)
SMART engl. SV_VItChmg mechanism at 5" end of RNA VRV Vakuumrotationsverdampfer
transcript
Kulturmedium (engl. super optimal broth 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
SOC . . . X-GAL .
with catabolite repression) galactopyranosid
sog. sogenannt(e) XS Xanthon-Synthase
ssDNA einzelstrangige DNA z.B. zum Beispiel
syn. synonym z.T. zum Teil

Grundbausteine von Protein- und Gensequenzen (Aminosauren und Nukleobasen)

Proteinogene Aminosauren Nukleobasen
A Ala Alanin M Met Methionin A Adenin
C Cys Cystein N Asn Asparagin C Cytosin
D Asp Asparaginsaure P Pro Prolin G Guanin
E Glu Glutaminsaure Q Gln Glutamin T Thymin
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin
G Gly Glycin S Ser Serin
H His Histidin T Thr Threonin
I lle Isoleucin \Y Val Valin
K Lys Lysin W Trp Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
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Sequenzinformationen zu pflanzlichen Prenyltransferasen (phylogenetische Untersuchungen)

Abkiirzung Sequenzname Organismus Registrierungsnummer
ApVTE2-1 | homogentisate phytyltransferase Allium porrum DQ231057
AtPPT1 | para-hydroxy benzoate polyprenyl diphosphate transferase | Arabidopsis thaliana AB052533
AtVTE2-1 | homogentisate phytylprenyltransferase Arabidopsis thaliana AY089963
AtVTE2-2 | homogentisate phytyltransferase Arabidopsis thaliana DQ231060
Cl-PT1la [ umbelliferone 8-geranyltransferase Citrus limon AB813876
CpVTE2-1 | homogentisate phytyltransferase Cuphea pulcherrima DQ231058
CsPT-1 aromatic prenyltransferase Cannabis sativa WO 2011017798 A1
CtIDT flavonoid prenyltransferase Maclura tricuspidata KM262660
GmGA4DT | pterocarpan 4-dimethylallyltransferase Glycine max AB434690
GmVTE2-1 | homogentisate phytyltransferase Glycine max DQ231059
GmVTE2-2 | homogentisate phytyltransferase Glycine max DQ231061
GuA6DT | flavone prenyltransferase Glycyrrhiza uralensis KJ123716
HIPT-1 aromatic prenyltransferase Humulus lupulus AB543053
HIPT-2 aromatic prenyltransferase Humulus lupulus KM222442
HVHGGT | homogentisic acid geranylgeranyl transferase Hordeum vulgare AY222860
LaPT1 genistein 3'-dimethylallyltransferase Lupinus albus JN228254
LePGT1 | geranyl diphosphate:4-hydroxybenzoate geranyltransferase | Lithospermum erythrorhizon AB055078
LePGT2 | geranyl diphosphate:4-hydroxybenzoate geranyltransferase | Lithospermum erythrorhizon AB055079
MalDT flavonoid prenyltransferase Morus alba KM262659
OsHGGT | homogentisic acid geranylgeranyl transferase Oryza sativa AY222862
OsPPT1 | p-hydroxybenzoate polyprenyltransferase Oryza sativa AB263291
OsVTE2-2 | homogentisate phytyltransferase Oryza sativa gi|50938601
PcPT umbelliferone 6-dimethylallyltransferase Petroselinum crispum AB825956
PsPT1 umbelliferone dimethylallyl transferase Pastinaca sativa KM017083
PsPT2 umbelliferone dimethylallyl transferase Pastinaca sativa KM017084
SfFPT flavonoid prenyltransferase Sophora flavescens KC513505
SfG6DT | genistein 6-dimethylallyltransferase Sophora flavescens AB604224
SfiLDT isoliquiritigenin dimethylallyltransferase Sophora flavescens AB604223
SfN8DT-1 | naringenin 8-dimethylallyltransferase Sophora flavescens AB325579
SfN8DT-2 | naringenin 8-dimethylallyltransferase Sophora flavescens AB370330
SfN8DT-3 | 8-dimethylallyltransferase Sophora flavescens AB604222
TaHGGT | homogentisic acid geranylgeranyl transferase Triticum aestivum AY222861
TaVTE2-1 | homogentisate phytyltransferase Triticum aestivum DQ231056
ZmVTE2-1 | homogentisate phytyltransferase Zea mays DQ231055
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10 | Anhang

10 ANHANG

10.1. DC-Dokumentation

10.1.1. Cellulose-DC-Fertigplatten der Synthese von DMAPP (zu 4.2.1, 5.1.1)

Fraktionen 3-57 Fraktionen 57-90 85-89 Fraktionen 93-148

10.1.2. Kieselgel-DC-Fertigplatten der Aufreinigung von 1,3,6,7-THX (zu 4.2.3, 5.1.3)
A

Links: Ubersichts-DC zur Evaluierung von Auftragmengen und mobiler Phase; rechts: Aufreinigungs-DC mit bandenférmigem Auf-
trag und finaler mobiler Phase (Rf 1,3,6,7-THX = 0,77). A: DC-Detektion bei A = 254 nm. B: DC-Detektion bei A = 365 nm
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10.2. Prenyltransferase-Sequenzen

Alle Nukleotid- und Aminosdure-Sequenzen der zwdlf klonierten AS-PTs, die im Insektenzell-Baculovirus-
System exprimiert und als rekombinante Proteine untersucht wurden, wurden aus der genehmigten Druck-
version der vorliegenden Arbeit entfernt. Sie werden nach Publikation in der wissenschaftlichen Fachpresse

verfligbar sein.
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10.3. Alignment aller AS-PT-Sequenzen aus Johanniskraut und publizierter
pflanzlicher AS-PTs

PsPT2
GnGADT
GuRGDT

LaPTL

SFFPT

SFNBDT-1
SFNBDT=-3
SFNBDT-2
SFilDT
SFGEDT

CLIDT

HaIDT
HLIPT-1

CsPT
HIPT-2
HePT=1
HpPT-2
HpPT-7
HpPT-4
HpPT=5

HePT
HpPT-1
HpPT-8
HePT-2
HpPT-3
HpPT-6
HpPT-3

Consensus

PsPT2
GnG4DT
GuABDT

LaPTL

SFFPT

SFHBDT-1
SFNBDT-3
SFHBDT=2
SFilDT
SFEEDT

CeIDT

HaIDT
HIPT-1

CsPT
HIPT-2
HePT-1
HpPT-2

Consensus

C1-PTla
PcFT
PsPTL
PsPT2
GnGADT
GuRBDT
LaFTL
SFFPT
SFNBDT-1
SFNBDT-3
SFHBDT-2
SFilDT
SFEEDT

HpPT-3
HpPT-6
HpPT-9
Consensus

C1-PTla
PcPT
PsPTL
PsPT2
GnGADT
GuREDT
LaPT1
SFFPT
SFHBDT-1
SFNBDT-3
SFHBDT-2
SfilDT
SFGEDT
CeIDT
HaIDT
H1PT-1
CsPT
H1PT-2
HePT-1
HpPT-2
HpPT=7
HpPT-4
HpPT-5
HePT
HpPT-1
HpPT-8
HcPT-2
HpPT-2
HpPT-6&
HpPT-9
Consensus
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HLOHHSHSSFSPKCYYPLAHAGCYKTLAL PLTKYHGGLHRSESKHYATKCTOSDSFYSTHKTRHHENSSSRHCKPFHKYRVAYTLAQODCASHHEDDT
HSOTLHHSRFSSGFLHHOPEKGFLTL -~~0TORRHAKTLKGEKEFPSRYYSCHKHYDSSKNFSSSCEKSK-~TAEKTLAOTLGATSDGEATYOPHND
HAOTIHHSRLSSGFLHLORDKGFRTL ---PTORRHAKYYNGDOEFAFRYYSCOKHLDSTKNF SGSCEKPI-RTHTHKLLOTISATSDREATIIOPKDD
HTOTLHHSRFSSGFLHLORRERSGFL TSFPTRRRHATILHKDKEL TVRYVSCDKILDSTHHSSRSCEKPINRTHTSTLLOTLGASSEGEVITOPKAE
HOHGLATSSHPKPYSYTTGGHLHRSKHTTKHI YFASSHISKASRHKRETATEHHYL RFOAPSLDHHYKCIRGGSTY0-—~ECHRKFYVKATSKAPLGFEAHAS
HAKHSLHPTSFFGOKERHSPSFGGHTHASONCTKHYY-ASSYAPKASHHKKHIOKE YFFLRFKASSSHHL YKDIEGGS TYR-——ECHRKYYVKAAPGPSFESESPAF
HSAHLASCFTIPSSIKAGGHRPRSKOCGKTYY-ASSHYPTLHHKTEKIOKEHCANHSSHSLAHRCKYIEDGF KYDOHK-—--RKC TINALSEQSFEPESQAQ
HGSHLLASFPGASSITTGGSCHRSKOYAKNYH-ASSYYTTLHHKKGKIOKEHCAY IF SKHHLKOHYKVHEGGS TS--—KKREKKY TVHALSEESFEYEPQVR
HGSHLLASFPGASSITTGGSCLRSKOYAKNYD-ASSYYTTSHYKKRKIOKEHCARIFSKHHLKOHYKVHEGGSTSHTSKECEKKYYVHALSEQSFEYEPQTR
HGSHLLASFPGASSTTTGGSCLRSKRYAKHYY=ASSYYTTL HHKKGKIQKEHRAYTFSKHHLKOHYKVHEGGSTSHTSKTCEKKYVYHATSEASFEYEPQAR
HGFYLPASFPGASSTTTGGSCLRSKAYAKHYY-ASSYYTTL HHKKGKTAKE YCAYTFSRHHLKOHYKVHEGGSTS-——KECEKKYYYHATSEASFEYEPQAR
HGFYLPASFPRSSSIT [G—======———————=—=5YGTTLHHKSEKIOKE Y CYHLSSSHHLKHRHKYIHRGSSCO-——ECERKYYYNATSGOLFEYEPQAT
HGFYLPASFYGASSIKTGGSCHRSKOYAKHHY-ASSYLTTLCHKTGENKKE YRFHHSSOPHLRHHYRIHEGGS TCO-—~ENEKKY IVKATSKATFEYEPHAQ
HAFSTSHSSLRLSPIAPHORFIRASSHONNSYLSTKNKIKSPHFPSKSSTD-KLIFPYGLYGENOF SKSLSYGKDRRNHNIRASFEAQPADSKT
HELSTSHSSLRLPATTPARCKASSHEKRLFSTKPTTKNIKSSHFPSHCSTANKL TLPLGLYGERKL SKSLL YGOHRRNSTTIRASAEAHESAN
HELSSYSSFSLGTHP— ~FISIPHHNHHLKYSSYCCKSKSRYINSTHSKHCSPHHHHNT SHKTTHLLGL YGOSRCLLKPLSFISCHDORGNSIRASANIEDRPPES
HGLSSYCTFSFOTHY- ~HTLLHPHNHHPKTSLLCYRHPKTPIKYSYHNF PSKHC----5TKSFHLANKCSESLSIAK-~ —~-NSIRAATTHOTEPPES
HELSSACHLSLKPNYYYYPTSLFPSHNSYNNLKASSYYQTARPIKCCSYSPSKYCSTKKLAOT THLLGLYAKHKCLKPFSIGHLPRPHSLTAHSHOSEFPSTIY-——-——
NDNLSLSLPTKYLQVPRQLRNPNVFHHPKKLTHNHTKLSDHSHKESQTFLPHRSPYELDT LF {
HAF SPLLSSSIRLSALCTFERSHSSFALHYKDISKRKLHSAPYPKILQILPIIKLHPPIFCFSHHRPSEHYHRYNFHPKAD-————==——-———EPD
HDLSPPPSSLSIOCLAISSYRRHTSSFLFSGKHIARTKSLSDLRVLSSOIL TTIKRORL ITKKKIKRORPKYCCSHHHTHRPISRHOTIOIODLYHAEPD
HELSIFPSSLRYNPSRLPSSTLEANPPIGFPYFKFRRLTYSASLGGLRASRSCSSSRRYRPCSIRA
HELSRTSSSFVEYSTARTL RLPSSKKSFLFPHRARSCHPKLKCPYYVIPLSRYHSOCHSSKLF YOPKKSFPEDAPYYADYGRKTIFSTKGANRNGDHAYR
HEVSRLPSTSATTFSHARSROTIT-SYRSTSDKKFGYFSFPSSPAGL --AFSSRETACSKLSANGSHLLKYIPYOAHARAHAGAL VL
HD¥SSSAFTLSSARSPOIIAYSSRSASSKRFGYF YFRSSGTLPSPAFSRRETTCPKLOTHGSHLLKAYPYQSOARAQAOAGAD
HDYSSARF TLSSARSPOIIAYSSRSTSSKRFGYFDFRSSGTLPSHAFSRRETTCPKLOTHGSHLLKAYPYQSOARAQVOAQAD
HELSRHLKFPSAHAFSEARCRRTHATPGRFYPLHP———-=-—-————-PSRIALSORKSCYKPLANGTHLLKAYOTOHATOIOHEA---
HETSRLPSSALRFSDYRTFHOTFASPHHT---TKHLGAYKCSOTRPFRIEF-FSEERF KAYLYKAOTOAT-EATSF
HETFRFPSSALRLSDYRSROIYASPLHTFOSGISSRPISKYSPIRPTRIESTFGKTCSSTRTTHRTHLLKAFPYKAHADEQ-QGOAK
HEISCFPSSAVRFSDLRCHOIVASPRL---PAKLLGRASSKYSUISPSRISISGRKGCSYLLPHSKRILKPALLOYAATF SDASDEK
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~=TPKYFHEFLKALLSAYLHNNYYGTYHOVYADVEIDKVHKP GLPLASGDL SYGTGLATTLI
SPAYFYGLLAALTPFL CANTYTSATHOL YOYDIDKTHKPYL PLYSGEFSHGEGRATYSA
SAPYFYGLLAALTPFLCANTYTSGTHOL YDYDIDKTHKPYL PLYSGEFSLGEGRATYSA
SLAYFYGF YQALIPF¥CANL YASGINOYYDYE IDKTHKPYLPLYSGDF SHGEGKAYYSA
SLSFLIGYLOGYLPOLFIELYLCGVHOL YOLE IDKIHKPHLPHASGOFSFRTGYIISAR
SPOFFIGLLAGL TPHL FHGYYHAGL HOL CDTE TDKTHKPHL PLASGETSFTTGYITIAS
SLIFFKGHYATYYATLLHITYNCGLHOL COLETDKTHKPHL PLTSGAL STKARTATYAR
SLTFFIGHLAYYYAYICIHIFGYGLHOLCOIE IDKIHKPOLPLASGKLSFRAYYIITAS
SLAFFIGHLAYYYRYICIHIFGVGLHOLCOIE IDKIHKPOLPLASGKLSFRHVYIITAS
SLAFFIGHLQVYYYAVICSHIFGYGLHOLCDIEIDKTHKPOLPLASGKLSFRHVYIITAS
SLAFFIGHL QYYYAVICTHIFDYGL HOL CDTETDKTHKPDL PLASGHL SFRHVVITTAS
DIKSHHDSTKDALNYFYSFHRPYSATAAANGATSYSLLAYEKLSDL. SLPFFIGHL QAYYFSFIVHIFHCGLHEL COYELDKTHKPHL PLYSGEL SFRTGYLTVAS
HSKSIMDSIKHAFDAFYRFSRPYARIEAALGATSISFLAYEKLSDL~- SY¥FFIGLLOYYYASFFHHIFHCGFHOLCOIE IDKIHKPYLPLASGELSFRNSYLIYAS
==-=TLAKYSRFGSTCYKFLRP YAHSHTVASATGLFARYLYDHPOFLK-HS---YYLKAFPGLIAHILATAYYIGIHOIYDADIORYHKP YLPIPSGEL SLKOAHFLYIS
HSDGTFAKFSSFGSALYKFLRIYALSHTIYSTYSLFARYLYENPHLFK=HS===LYLKAFPGL TAHTLANAY Y IGIHOTYDADTIORYHKP YL PIPAGEL SLKHAHILYIS
GHLSALTHYKDFYSYCHEYYRPY TAKGYITCSSCLFGRELLENPHLFS-RP-~-LTFRALLGHLATLGSCFY TAGTHOTFDHDIORTHKPOL PLYSGRISYESAHLLTLS
DHHSYATKILNFGKACHKLORP Y TIIAFTSCACGLFGKELLHNTHLIS-HS-~-LHFKAFFFLYAILCIASFTTTIHOIYDLHIDRTHKPOLPLASGELSYNTAHINSIT
------ -TKGSHFGHASHKFYRPIPFYAYSIICTSLFGAELLKHPHLFS-HO---LHFDAFOGLYYILL YHIY INGLHOIYDLESDRINKPDLPLAREEHSYKSAMFLTIF
TSEFAPGRKLNYIDYLVKFLRPYSHIGIFHSCHAYLLRTCHESPELLK-HSLLP-——KAYATL YAYLSTSAFNSGFHOLHDTETORTHKPOLYLSSGELPLELAHLLYTS
RSHTELERKP-FYDVLHRFTKPYYLYTIGIGY ICYTARTHFENRHLIG-HSOL --—-LKASGGL YALSSYYCYLHATHOTF DVETDKTHKPDSPTASGEHSLELAHRLTIT
TSHTKLKKKHOF SDYLHRFIRPYYIITHAIGY ICYYARTHIDHPRSIG-HSAL --~FKALGGLYALSSSFCFYNAIHOIF DYDIDRIHKPDIPIASGEHSLELAHLITGI
------- KIYOFROACHRFLRPHTIRGTALGSTALYARAL IENPHLIR-HS--~-LYLKALSGLLALICGHGY IVGIHOIYDIGIDKYHKPYLPIRAGDL SYOSAHLLYIL
ADKFDLTKILGFADLYVRFIRSYYYYGTLYGFAGTYTRTHHENAHLIK=-YSHHTLPIKAYYYL IALLCEDCY TSGIMOTYDLEIDKINKPYLPYASGEL SLASAHILTIS
SEQEREKPPTKKNDYLFRFLRPFAHSTASTOFSTYL TRRLHENPHLFKTLSHLPHF IKTHAYLACTACTCFFTSGINOTFOYETOKTHKPOLPLSTGEL STESAHLHHLS
=-0GITLPATKKNDYLFRFLRPFAHSAASTAOFSTYL TRRLHENPHLFKTLSSLPHFTKIHAYLACTACTCFFTSGINOTFDIETORTHKPOLPLSTGEL STDSAHLHHLS
~-0GTHLPATKKNDYLFRFLRPFANSAASIOQFSTYLTRRLHENPHLFKTLSSLPHF IKIHAYLACIACTCFFTSGINOIFDIETORTHKPOLPLSTGEL STDSAHLHHLS
==--AKPYISKKHDVLHRFLRPFAFYAGSIQFFCYLARRLYDHPOTFKSL-HHTICIKILAYL TSLYCTYFFTSGYHOISDIE TOKIHKPOLPLSSGELSIESAHALYHS
FERGEKPEHPRKSERTLRFL RPFPYYFSYLOFSSTLARL YHYETPHVHOHTHHSHF TKTL ARF TSTACSHI YARATHOTFDTE TOKTHKP YL PLCTGETSTESAHLHYHG
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HSTSFROVLLKKLHALYYFTRPFAHIGTIVGITSIATLPLASFADL—
FEVTHONTLRRKHDAFSTFSRPYSATCTITGISSYSLLPL TSYADF.
YEAPHOHTLRRKHDAFCTFGRPYSATCTITGISSYSLLPLTSVKDF.
YEETHDSIFHRKHDAFYTFGRPYSYLGSLIGISSYSLLPLTSYGOF-
HPKNILDSYKNYLSAFYHFSYPY THIGLTLCAFSSSLLAYEKLSDT
DSKHILESYKNFINYFFKLISPYAHTAARALSITSASLLAYEKLSDT:
YKKSHKDSYKDGLYAFYEFTRPYSATPTILEATCHSLLAYEKSSDL.
DPESIMGSYHDALDTFYKFCRPYAHFSIYLGATFKSFYAYEKLSDL.
DPESIMDSYHDALDIFYKFCRPYAHFTIVLGATFKSLYAYEKLSDL.
DPESIMGSYHDALDTFYKFCRPYAHFNYYLGATFKSLYAYEKLSDL.
DPKHIMGSYHDALDTFYKFCRPYATFSYYLGATFKSLYAYERLSDL.

SHL GKH-———--5DATHRFL RPFPYTATL ¥OF SSFIARLA-VENPHTFOHSHHSHLAKAFHYF TSLSCARYYATGYHOTFDTETOKTHKPHL PLCSGEYSHESAHLHYHS
KDDVEKKKIDFRIH -------- FAIOYTFYOQFSFILARRLYENPHYLOGL-NHLHIIKIL ARFYSYACANS YHIGINDIYDIEIDKTHRPOLRLTSROQAT--AHAILLG
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LSLTSLAIALSLOSPPLIFGLIVHFLLGTAYSYDLPFLRHKTHPFLAGHCHYIVFGLYYAFSFFIHFOKYYLGRPYVITRPLIFARALLS TISAVHSLLKDIPDEDGDKA
LTFTCFAHATHSHSYPLFYGYLYYFLIGTAYSYEHPLLRHKTKPAHAAFSHAGLHGLTIQPTYFYHIQN-YLGKPHVFSRSYAFATHFF SIFARCLGATKDIPDVEGDRE
LAFHCLAVGILSHSTPLFYGYLYYFLIGTAYSYEL PLL RHKTKPAHAAFSHAGL HGL TIOPAYFYHIAN-AL GKPHVFSKTYAFATIFF SYFARYLGATKOYPDVEGDTA
TGFLCLAHTTHFGSLPLFLGYLGYFLYATAYSYELPFL RHKTKPFHAAFSHAGLHGL TIQPSYYYHIQH-YL GRPHVLTKPYYFATSFISYFSAYLAHIKOLPDVEGDRA
FLALSFGFTHITGSHPLICHLYYIASSHTAYSIDYPLLRHKRYPFYAAHCHISTHALALPISYFHHHOT ¥¥LKRPIGFPRSLGFLYAFHTFYSLGLALSKDIPDYEGDKE
SFIVSLHLGSIVGSHPSLHALISFCYINTGYSYHYPLLRHKRHPALARHCIIATHGF IFPIGYFLHIOTFYFKRSAYFSRPYYFSTIFHSFFSLVIALFKDIPDIEGDORA
SAFLGLHFSHSSGSHPLFHHYL YHHYLAVFYSYDLPLL RHKKSSFLTAYYIL THIGYYIPIGSFLHHATHYFKRAATLPRSHLLSTTVLSIFCIVISHIKDIPDHEGDEK
SLILGLGFAHIVGSHPLFHTYLICCHFTAAYNYDLPLL RHKKYPYLTAINFIADYAYTRSLGFFLHHATCYFKRPTTFPRPLIFCTATYSIYATVIALFKDIPDHEGDEK
SLILGLGFAHI¥YDSHPLFHTYFISCHYASAYNYDLPLLRHKKYPYLTAINF IADYAYTRSLGFFLHHOTCYFKRPTTFPRPLIFCTALYSIYAIVIALFKDIPDHEGDEK
SLILGLGFAHIVDSHPLFHTYFISCHYASAYNYDLPLLRHKKYPYLTAINF IADYAYTRSLGF FLHHATCYFKRPTTFPRPLIFCTAIVSIYAIVIALFKDIPDHEGDEK
SLILGLGFAHIVGSHPLFHTYFICCHFARAYNYDLPLLRHKKYPYLTALSFIANYAYTRSLGFFLHHATCYFKRPTTFPRPLIFCTATVSIYAIVIALFKDIPDHEGDEK
SLINSFGLTLIVGSHPLFHSAFASSLLAAAYSTHLPLL RHKKYPILAATSIL THYAYAYPLGYFLHHATHYFKRPATFPRPLHFCIAILSLFFYVIALFKDIPDIEGDKK
SLHLCFGLAHIEGSHPLFHGFFYCAHLTARYSINLPLLRHKKSSHLARINIFYNAGYLRPLGYFLHHATCYFKRPTTFPRPLIFCHALLSLFFYYIALFKDIPDTEGDKK
DLLAGLLILRLHHADL-ITTSLYCAGLFLGTFYSAPPLRFKESSFOTSIVNPLHAGILHHIGYLYASTYSLGLPFHLSSPPYVFIVIFITLYFIVITHLKDLTDIEGDIK
FAYGALSILRLHNADH-ITTSIFCFGLFLAHFYSAPPLRFKASPIATSIVNPLHAGIVHHLGLIYATRASLGLPFYHH-PSTLFIVHFITPFFLAITHLKDLTOHEGDSK
PATIGFILILKLHSGP=LLTSLYCLATLSGTIYSYPPFRHKKHPITAFLCILH=-THAGLHFSYYYASRAAL GLAFAHS~-PSFSFITAFITFHTLTLASSKOLSDIHGORK
VALFGLITTIKHKGGP-LYIFGYCFGIFGGIVYSYPPFRHKANPSTAFLLNFL-AHITTHF TFYYASRAAL GLPFELR-PSFTFLLAFHKSHGSALALIKDASDYEGDTK
SAYASLLLHIKLKCGL-FLTCHYCCYLYIGANYSYPPFRHKHNTFTSTLHNFSEIGIGINFLINYASRATLGLPFOMR-PPFTFIIGF¥STLSIILSILKDYPDYEGDKK
YYIIGILASAFVOSKY-LIACICI-KFFSIYIYHAPPIRLKRTSAGALF-SASLHVLTTHFARYGARRHILGLPFOLSLP-VIFIATFTTYFHATFGILKDLPDYDGORK
YSYIALYLYGYLKHEP-LAYSIYA-LYLLGTIY5YPPFSHKRSTLGATIVSALGAGYYTTLYSSSAARASLGLPFYIGHP-LSFLSIFLTLHCSAYATIKDLSDIDGORK
FARIGHTIAGYLNCIP-FAYSIYS-LYFLGTIYSYPPFNHKRSTLGATIYTSLGGGLFTTLISSSAARASL GLPFLISLP-ILFLASFSTLHNYGYATLKDISDYEGDKE
FAYAGYLIVGYNFGPF-LITKLYTF-GLFLGTIYSYPPFRHKRFAIYAFLIIATYRGFLLHFGYYHATRAALGLPFYHSSP-YAF ITSFYSLFALYIAITKOLPDYEGDRK
SLYIGVTIVGILKSGH-LFAYILC-HFVYLASIYSYPPFYTKRSTIGALL TCASHRGYYFALGLSARARAILGLPFOLSTP-VTFHATFSTLFSYVIGFHKDLSOLEGDKA
FYATSL VIAGALNSYP-FLYSHFC-LL TVGAYYSYPPFRFKASTIGAPTTIALHOGFYHFF THFAGAGAAL GL PFAHSLPHY-YHSIFTTIFSTSQGIL KDTSDVEGDKE
FYATSLVIAGALNSYP-FLYFHFG-LL TVGAYYSYPPFRFKASTIGAPATTAFHOGFYHFL THFAGAGAAL GL PFAHSPPTV-YHATFTTIFSTSAGILKDTSDVEGDRE
FYALSLYIAGALNSYP-FLIFNFG-LLIVGAYYSYPPFRFKASTIGAPTTIAFHQGF YHFL THFAGAGAAL GLPFOHSPPIY-YHALF TTIFSTSOGILKDISDYEGDIY
FLAVSLLAAGALSSHS—FLASIFC-LLLVGGYYSIPPFRTKASTVGAPLTIALHKGFYDFFALFAGAGY YL GLPFOHSLPHY-YHSIF TTIFCLANGILKDISDIEGDIK
LYATSLLHAGTLSSLP-FLAFSFC-SLLLGSLYSIPPFRTKASTFGAPITLSHHTGATQICTHLTGAQAYL GYPFRHSSTSY-FISIYSSIFSLSHGIVKDIPDVEGDKK
FYATSLL ARGTYHSYP-FLALHAL-LLL YASSYSTPPL RAKASTFGAPTYHSHLDGSYAFLATFAGGYAAL GL PFAHSLPHY=FHHTFSSTFFFSHGILKDIPDIEGDRK
LYATSLLTAGTSKSYP-FYIFIFA-SHFLSSTYSTPPLRTKYSTLGAPSTHELLOGFTLFFATYVGAGAAL GL PFAHSLPHK-SHSTFHITYFSTLGFLKDTROHEGDTT
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FGYQSISSKLGKENYLRLCYYALFFAYGYAYIYGASSSFAOLGKLYSIIGHSTLAFLLHLRAGTYDLSHNASTF SFYLFYHK-LFYGEYLLIHFLR
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FGHRTFSYRYGAEKYFSYCLHILLLAYGFAYYYGASSSFLLCKIVSYHGHTTLASLLLLRAKS THPKDPESTASFYHFLFK-LLYAEYYLIHFHR
LGHLTFSYRYGOEKYFNICYGIMLARYASAYYTGSFSSLLICKLYSYIGHTALAFLLHLRAKSIDYNDPESTOSFYMFAFO-LLYAEYYLTHFIR
HGIDSFAYRLGOKRAFHICYSFFEHAFGYGILAGASCSHFHTKIF TGHGHAYLASILHYQAKSYDLSDKASTGSFYHF IHK-LLYAGFFLHALIR
FGYOSFSASLGOKRYFHICYSLLETAYGYALLHGATSSCLHSKIITVLGHAILALVLFYRAKS INLKSKASIASFFHF IHK-LLYAEYFLYPLVR
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FGINSLSLRLGPKRYFHICYSLLEHTYGYTILYGATSPILHSKIITYLGHAYLASYLHYHAKSYDLTSHYYLHSFYHFIHK-LHTAEYFLIPLFR
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HHIRTLPALFGPRKTTFFFAGILLATYYGSHARGICHPOAFRPYYHYPAHAILGALTFFKYRKLDKANY SHEESADF YQFLMKILCLEFYIFPFL
HHIRTLPTLYGPRKITFFFYGHLL THYVARALAGILLPKYFHPYYHAPAHAILGLLLFLKTRELDKANY TYERSETFYKFIMKILLLEFVIFPFL
FGYETFATKLGAKHITLLGTGLLLLHYYARTSTATIHPKAFKSHIHLLSHATLAFSLIFAARELDRTHY TPERCKSFYEFTHILFSAEYYYYLFI
FGISTLASKYGSRHLTLFCSGIVLLSYYAATLAGITHPAAFHSHYHLLSHATLAFHLILATRDFALTHYDPEAGRRFYEFMHKLYYAEYLYYVFI
YGHSTLPYIFGARTIYLYGSGFFLLHYYAALGYAIHHPOAFKGY INIPAHATFASALIFKTHLLOKAHYAKEASDSYYHFLHFLHIAEYILYPFIST
FGYITLAYLFGKRTAALLGFGILHHHYAFAIIHAIKYPOVFROAYHIPAHIVHACILAYQVUKLEKANYHKEDSOVF YKFHUKLLDAEHAIFPFL
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10.4. Zusatzliche Analytik-Daten

10.4.1. HPLC-Untersuchung des Sekundarstoffprofils von Elicitor-behandelten H. calycinum-
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HPLC-Untersuchung von Ethylacetat-Extrakten aus der Zellsuspensionskultur von H. calycinum, mit Hefeextrakt elicitiert und zu
verschiedenen Zeitpunkten geerntet; HPLC-Methode 3, Detektion: A = 292 nm. A-D: HPLC-Chromatogramme 24 h, 48 h, 72 h und
96 h nach Elicitor-Zugabe (von oben nach unten). Hyperxanthon E bei R, = 10-11 min, Patulon bei R; = 13,8 min. E: UV-Spektrum

von Hyperxanthon E. F: UV-Spektrum von Patulon
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10.4.2. MS-Untersuchung der Referenzsubstanz Patulon aus Elicitor-behandelten H. calycinum-
Zellsuspensionskulturen (zu 5.6.3.3 und 6.3.2)
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MS-Untersuchung eines Ethylacetat-Extraktes aus der Zellsuspensionskultur von H. calycinum, 48 h nach Elicitierung mit Hefe-
extrakt. A: Massenspektrum (EMS ESI neg) des Zellkultur-Gesamtextraktes mit dem Molekdl-lon von Patulon bei m/z =395. B:

MS/MS-Spektrum (EPI neg) der Fragmentierung des MS-Signals von Patulon bei m/z = 395
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10.4.3. HPLC-Untersuchung der Enzymaktivitdt von HcPT-1 (zu 5.6.4)
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HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HcPT-1 mit 1,3,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI. A: HPLC-Chromatogramm, HPLC-
Methode 1, Detektion: A = 254 nm. N: Negativkontrolle; P: monoprenyliertes Produkt; S: Substrat. B: UV-Spektren von ,S/N“. C:
UV-Spektrum des Produktes

10.4.4. HPLC-Untersuchung der Enzymaktivitit von HpPT-1 (zu 5.6.6)

10.4.4.1. Umsetzung von 1,3,6,7-THX
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HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HpPT-1 mit 1,3,6,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI. A: HPLC-Chromatogramm,
HPLC-Methode 2, Detektion: A =292 nm. N: Negativkontrolle; P1: Produkt 1 (1,3,6,7-TH8PX); P2: Produkt 2 (Patulon); S: Substrat.
B: UV-Spektren von ,S/N“. C: UV-Spektrum von ,,P1“. D: UV-Spektrum von ,P2“
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10.4.4.2. Umsetzung von 1,3,7-THX
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HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HpPT-1 mit 1,3,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI. A: HPLC-Chromatogramm, HPLC-
Methode 1, Detektion: A =254 nm. N: Negativkontrolle; P: monoprenyliertes Produkt; S: Substrat. B: UV-Spektren von ,S/N“. C:
UV-Spektrum des Produktes

10.4.5. HPLC-Untersuchung der Enzymaktivitat von HpPT-5 (zu 5.6.8)
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HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HpPT-5 mit 1,3,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI. A: HPLC-Chromatogramm, HPLC-
Methode 1, Detektion: A = 254 nm. N: Negativkontrolle; P: monoprenyliertes Produkt; S: Substrat. B: UV-Spektren von ,S/N“. C:
UV-Spektrum des Produktes

183

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



10 | Anhang

10.4.6. HPLC-Untersuchung der Enzymaktivitit von HpPT-8 (zu 5.6.9)

10.4.6.1. Umsetzung von 1,3,6,7-THX
A B

254

mAU

315
364

20
15
100 - 10

o
iy

o
3
!
12,294

220 260 300 340 380 nm

60 - mAU

o
N
~N
o
254

313

15

14,625

40 + 10

359

7,644 O
w

220 260 300 340 380 nm

0 mAU

0 2,5 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 min 15

10

220 260 300 340 380 nm

HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HpPT-8 mit 1,3,6,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI. A: HPLC-Chromatogramm,
HPLC-Methode 1, Detektion: A = 254 nm. N: Negativkontrolle; P: monoprenyliertes Produkt; S: Substrat. B: UV-Spektren von ,,S/N“.
C: UV-Spektrum von ,,P1“. D: UV-Spektrum von ,,P2“

10.4.6.2. Umsetzung von 1,3,7-THX
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HPLC-Untersuchung einer Standard-Inkubation von HpPT-8 mit 1,3,7-THX und DMAPP in TRIS-HCI. A: HPLC-Chromatogramm, HPLC-
Methode 1, Detektion: A = 254 nm. N: Negativkontrolle; P: monoprenyliertes Produkt; S: Substrat. B: UV-Spektren von ,S/N“. C:
UV-Spektrum des Produktes
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