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Zusammenfassung

Pflanzen synthetisieren eine immense Zahl von sekundaren Inhaltsstoffen wie
Terpene, Alkaloide und phenolische Substanzen. Die Biosynthese dieser
Verbindungen wird von entsprechend vielen verschiedenen Enzymen gewahrleistet.
Drei Enzymgruppen, deren Reaktionen eine grofe Rolle im Sekundarstoffwechsel
spielen, sind in dieser Arbeit betrachtet worden: Glucosyltransferasen,

Terpensynthasen und Acyltransferasen.

Kirzlich wurde eine UDP-Glucose:Cinnamat-Glucosyltransferase der Kulturerdbeere
(Fragaria x ananassa) (FaGT2) beschrieben, die die Bildung von Zimtsaure- und
p-Cumarsaure-Glucoseester wahrend der Fruchtreifung katalysiert. Dieses Enzym,
das in der Erdbeerfrucht reife- und stressinduziert exprimiert wird, setzt jedoch auch
weitere, strukturell verschiedene Substrate natlrlichen und anthropogenen
Ursprungs in vitro um. Deren Reaktionskinetiken wurden verglichen, um zusatzliche
biologische Funktionen des Enzyms aufzuklaren. Das Spektrum der akzeptierten
Substrate reichte von Zimtsaure- und Benzoesaurederivaten Uber heterozyklische
und aliphatische Strukturen und resultierte in der Bildung von O- und S-
Glucoseestern sowie O-Glucosiden. Die Synthese der glucosidischen Verbindungen
wurde in planta bestatigt, nachdem die Substrate in reife Erdbeeren injiziert worden
waren. Als gemeinsame chemische und strukturelle Eigenschaften, die fur die
enzymatische Aktivitat erforderlich sind, wurden die einfache Deprotonierung der
Glucosylierungsstelle und die Konjugation der dabei gebildeten Anionen mit
n-Elektronen identifiziert. Sorbinsaure reprasentiert das Substrat mit der einfachsten
Struktur, das mit sehr hoher Effizienz umgesetzt wurde. Als natirliche Substrate
wurden neben Zimtsdure auch Anthranilsaure, (E)-2-Hexensaure, Nicotinsaure und
2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3[2H]-furanon glucosyliert. Die glucosidischen Produkte
dienen moglicherweise als Vorlaufersubstanzen von wichtigen Aromastoffen oder als
Speicherungsformen. FaGT2 setzte aber hdchst effizient auch Xenobiotika um wie
das Herbizid 2,4,5-Trichlorphenol oder die zu einem Herbizidmetaboliten analoge
3,5-Dichlor-4-hydroxybenzoesaure. Diese Ergebnisse in Verbindung mit der
stressinduzierten Expression von FaGT2 legen nahe, dass das Enzym in die

Detoxifizierung von Xenobiotika involviert ist.



Xl Zusammenfassung

In den Frichten der kultivierten Erdbeere (Fragaria x ananassa) tragt der
Monoterpenalkohol Linalool, der uberwiegend als (S)-Enantiomer vorliegt, zum
Aroma bei. Die Biosynthese des (S)-Linalools in Erdbeerfrichten wurde kuirzlich
aufgeklart und wird von der Terpensynthase FaNES1 katalysiert. In den Blattern von
Fragaria x ananassa und vor allem in denen der wilden Erdbeere (Fragaria vesca)
liegt neben (S)-Linalool ein hoherer Anteil (R)-Linalool vor. Durch eine Polymerase-
Kettenreaktion-Strategie (PCR-Strategie), die die Homologie von Terpensynthase-
genen ausnutzt, wurden aus komplementarer DNA (cDNA) von Blattern der Arten
Fragaria vesca und Fragaria x ananassa zwei Teilsequenzen extrahiert, die sehr
hohe Identitaten mit FaNES1 aufweisen. Aus Fragaria x ananassa wurde FaLINS in
Volllange kloniert, das codierte Protein in Escherichia coli exprimiert und mit dem
Substrat  Geranyldiphosphat (GPP) umgesetzt. Mittels multidimensionaler
Gaschromatographie-Massenspektrometrie wurde nachgewiesen, dass FaLINS trotz
einiger Sequenzunterschiede zu FaNES1 ebenfalls ausschlieRlich (S)-Linalool bildet.
Offenbar handelt es sich bei den beiden Sequenzen um unterschiedliche Allele oder
paraloge Gene, die in Blattern und Fruchten differenziert exprimiert werden.

In Fragaria vesca wurde bereits eine Linaloolsynthase (FVYNES) mit unbekannter
Stereospezifitdt nachgewiesen, die ebenfalls homolog zu FaNES1 ist, jedoch ein
zusatzliches N-terminales Sequenzelement enthalt. Dieses Enzym wurde wie
FaLINS heterolog exprimiert und in einem Enzymassay untersucht. Da es
ausschlieBlich (S)-Linalool bildet, kann ausgeschlossen werden, dass der
N-terminale Sequenzabschnitt die Stereospezifitdt der enzymatischen Reaktion

beeinflusst.

Das wirtschaftlich bedeutsame etherische Ol des Echten Lavendels (Lavandula
angustifolia) enthalt eine groRe Zahl an Mono- und Sesquiterpenen. Ahnlich wie in
der Erdbeere wurden durch eine Homologie-basierende Strategie die drei neuen
Terpensynthasen LalLIMS, LalLINS und LaBERS kloniert. Die phylogenetische
Analyse zeigte, dass deren Sequenzen den Terpensynthasen aus anderen
Vertretern der Familie Lamiaceae ahneln. Die Enzyme wurden heterolog in
Escherichia coli exprimiert und biochemisch hinsichtlich optimaler Reaktions-
bedingungen (pH-Wert, Temperatur und Cofaktorkonzentrationen) und kinetischer

Parameter charakterisiert.
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LaLIMS bildet die sechs Monoterpene Limonen (39 %), Terpinolen (22 %), Camphen
(16 %), a-Pinen (14 %), B-Myrcen (8 %) und o-Phellandren (1 %). Die Analyse
mittels Chiralphasen-Gaschromatographie zeigte, dass in groRem Uberschuss die
Enantiomere (1R,5R)-(+)-a-Pinen, (1R,4S)-(+)-Camphen und (R)-(+)-Limonen
synthetisiert werden. Die Assays lielen zudem eine unterschiedliche Produkt-
zusammensetzung bei Verwendung von Mangan- und Magnesiumkationen
erkennen, was den Einfluss dieser Cofaktoren auf die Struktur und Reaktion der
Terpensynthasen unterstreicht. Multiproduktsynthasen wie LaLIMS erklaren, wie die
vielen unterschiedlichen Terpene im etherischen Ol entstehen, ohne dass eine
entsprechend grof3e Zahl an Enzymen vorhanden sein muss.

LaLINS katalysiert die Transformation von GPP zu ausschlieRlich (R)-Linalool. Die
stark bevorzugte Bildung des (R)-Enantiomers korrespondiert mit der Konfiguration
der Hauptinhaltsstoffe des Lavendeldls, (R)-Linalool und (R)-Linalylacetat. Daher
durfte das Enzym von entscheidender Bedeutung fur das Aromaprofil von Lavandula
angustifolia sein.

Das dritte Enzym, LaBERS, ist eine Sesquiterpensynthase und bildet aus
Farnesyldiphosphat (FPP) Uberwiegend trans-a-Bergamoten (74 %). Es handelt sich
um die erste beschriebene trans-a-Bergamotensynthase. Mit geringer Effizienz
katalysiert sie auch die Bildung von Monoterpenen aus GPP. Sie gehért phylo-
genetisch zur Klasse TPS-b der Terpensynthasefamilie, in der nahezu nur
Monoterpensynthasen eingeordnet sind. Sie stellt damit ein weiteres Beispiel einer
Sesquiterpensynthase dar, die vermutlich aus einer Monoterpensynthase hervorging.
Obwohl die drei Terpensynthasen nur fiir einen Teil der Terpene des etherischen Ols
von Lavandula angustifolia verantwortlich sind, stellt die Kenntnis ihrer
Gensequenzen eine Grundlage dar, mit der die gezielte genetische Modifizierung

von Lavendelpflanzen und die Beeinflussung ihres Aromaprofils ermdglicht wird.

Im etherischen Ol von Lavandula angustifolia tragen auch die Ester von
Terpenalkoholen und kurzkettigen Alkoholen, vor allem Linalylacetat, wesentlich zum
Aroma bei. Da deren Biosynthese von Acyltransferasen der BAHD-Superfamilie
katalysiert wird, wurden basierend auf dem gemeinsamen Aminosauremotiv DFGWG
die beiden Sequenzen LaAT7 und LaAT2 in Volllange kloniert. Phylogenetisch ist
LaAT1 verwandt mit der Acyltransferasen-Untergruppe V, die als Donorsubstrate

Coenzym A-Ester von Hydroxyzimtsauren und Benzoesaure bendtigen und die
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Saurereste auf die Hydroxy- oder Aminofunktionen von Chinasaure und Shikimisaure
sowie Anthranilsaure und deren Derivaten Ubertragen. LaAT2 enthalt ebenfalls alle
charakteristischen Sequenzelemente der BAHD-Acyltransferasen, weist aber
insgesamt wenig Ahnlichkeit zu den bisher beschriebenen auf und kénnte Mitglied
einer neuen Untergruppe sein. LaAT1 und LaAT2 wurden heterolog in Escherichia
coli und Saccharomyces cerevisiae exprimiert und in einem Substratscreening mit
unterschiedlichen Coenzym A-Estern und Alkoholen umgesetzt. Lediglich LaAT1 war
in Enzymassays aktiv und katalysierte als erster Vertreter der BAHD-Superfamilie die
Bildung sowohl von Amid- als auch Esterbindungen, die in Caffeoyl- und
Cumaroylshikimat, Caffeoyl- und Cumaroyltyramin sowie Cumaroylanthranilat
resultierte. Bisher wurde die Synthese der Tyraminderivate in Pflanzen
ausschlieBlich  der  Familie  der  Tyramin-N-hydroxycinnamoyltransferasen
zugeschrieben, die sich deutlich von den BAHD-Acyltransferasen unterscheiden.
LaAT1 ist damit zwar nicht in die Aromabiosynthese involviert, konnte aber andere

wichtige Funktionen im Sekundarmetabolismus Ubernehmen.
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Summary

Plants contain a huge number of secondary compounds like terpenoids, alkaloids
and phenolic substances which are synthesized by numerous different enzymes.
Three enzyme families were investigated in this study that play important roles in
secondary metabolism: glucosyltransferases, terpene synthases and acyl-

transferases.

Recently a UDP-glucose:cinnamate glucosyltransferase of the cultivated strawberry
(Fragaria x ananassa) (FaGT2) was characterized catalyzing the formation of
cinnamic acid and p-coumaric acid glucose esters during strawberry fruit ripening.
This enzyme, which is induced by ripening and oxidative stress, also transforms
other, structurally diverse substrates of natural and anthropogenic origin in vitro. The
kinetic parameters of these compounds were compared to elucidate additional
biological functions of FaGT2. Accepted substrates ranged from derivatives of
cinnamic acid and benzoic acid to heterocyclic and aliphatic compounds resulting in
the formation of O- and S-glucose esters as well as O-glucosides. In planta assays
confirmed the formation of glucose derivatives after injection of the substrates into
strawberry fruits. Common chemical and structural features required for activity were
the easy subtraction of a proton from the glucosylation site and the conjugation of the
formed anion with n-electrons as best realized in the simplest substrate sorbic acid.
In addition to cinnamic acid, the natural compounds anthranilic acid, (E)-2-hexenoic
acid, nicotinic acid and 2,5-dimethyl-4-hydroxy-3[2H]-furanone were glucosylated.
The derived glucosidic products may serve as precursors for the formation of
important flavor compounds or as storage forms in the strawberry. But FaGT2 was
also capable of efficiently converting xenobiotic substances like the herbicide 2,4,5-
trichlorophenol and the herbicide analogue 3,5-dichloro-4-hydroxybenzoic acid. The
results suggest that FaGT2 is involved in the detoxification of xenobiotics in

accordance to its induction by oxidative stress.

The monoterpene alcohol linalool contributes to the flavor of the cultivated strawberry
(Fragaria x ananassa) and occurs predominantly as (S)-enantiomer. The
biosynthesis of (S)-linalool in strawberry fruit was recently elucidated and is catalyzed
by the terpene synthase FaNES1. In the foliage of Fragaria x ananassa and
especially of the wild stawberry (Fragaria vesca) a higher percentage of (R)-linalool

in addition to (S)-linalool is present. A polymerase chain reaction (PCR) strategy
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based on the homology of terpene synthase genes was applied to complementary
DNA (cDNA) from leaves of Fragaria x ananassa and Fragaria vesca resulting in the
extraction of two partial sequences with high identity to FaNES17. The full length
sequence from Fragaria x ananassa, FaLINS, was cloned, the encoded protein was
expressed in Escherichia coli and assayed with geranyl diphosphate (GPP). Analysis
with multidimensional gas chromatography mass spectrometry revealed that FaLINS
exclusively synthesizes (S)-linalool like FaNES1, despite several sequence
differences. Apparently the two sequences represent separate alleles or paralogous
genes differentially expressed in leaves and flowers.

In Fragaria vesca a linalool synthase (FVYNES) with unknown stereospecificity was
previously identified. Its sequence is also homologous to FaNES1, but it additionally
carries an N-terminal signal peptide. The enzyme was heterologuosly expressed and
assayed like FaLINS, showing the exclusive formation of (S)-linalool. Thus, it can be
excluded that the N-terminal sequence part affects the stereospecificity of the
enzymatic reaction.

The economically important essential oil of true lavender (Lavandula angustifolia)
contains many mono- and sesquiterpenes. Similar to the experiments with strawberry
a homology-based PCR strategy allowed cloning of three terpene synthase genes,
LaLIMS, LaLINS and LaBERS. Phylogenetic analysis showed similarities to terpene
synthases from other species of the family Lamiaceae. The enzymes were
heterologously expressed in Echerichia coli and biochemically characterized
determining optimum pH, temperature and cofactor concentrations as well as kinetic
parameters.

LaLIMS synthesizes the six monoterpenes limonene (39 %), terpinolene (22 %),
camphene (16 %), a-pinene (14 %), B-myrcene (8 %) and a-phellandrene (1 %).
Analysis with chiral phase gas chromatography showed high abundance of the
enantiomers (1R,5R)-(+)-a-pinene, (1R,4S)-(+)-camphene and (R)-(+)-limonene.
Supplying enzyme assays with manganese or magnesium cations caused different
product patterns emphasizing the influence of these cofactors on structure and
reactivity of terpene synthases. Multiple product synthases like LaLIMS give an
explanation for the huge variety of terpenes in essential oils without the need for a
high number of enzymes.

LaLINS catalyzes the transformation of GPP exclusively to (R)-linalool. The abundant
formation of the (R)-enantiomer corresponds to the configuration of the main
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components of lavender oil, (R)-linalool and (R)-linalyl acetate. Thus, LaLINS
probably is highly important for the flavor profile of Lavandula angustifolia.

The third enzyme, LaBERS, is a sesquiterpene synthase predominantly forming
trans-a-bergamotene (74 %) from farnesyl diphosphate (FPP). It is the first trans-a-
bergamotene synthase described. With low efficiency the enzyme also converts GPP
to monoterpenes. Phylogenetically LaBERS belongs to class TPS-b of the terpene
synthase family that comprises almost only monoterpene synthases. It is another
example of a sesquiterpene synthase, which probably evolved from a monoterpene
synthase.

Although the three terpene synthases account for only a part of the essential oil
constituents of Lavandula angustifolia, the knowledge of their sequences provides
the basis for the specific genetic modification of lavender plants and their flavor
profile.

The essential oil of Lavandula angustifolia also contains esters of terpene and short-
chained alcohols, predominantly (R)-linalyl acetate, which notably contribute to the
flavor. The biosynthesis of these substances is catalyzed by acyltransferases of the
BAHD superfamily. Based on the common amino acid motif DFGWG the full length
sequences of LaAT1 and LaATZ2 were cloned. LaAT1 is phylogenetically related to
acyltransferases of group V. These enzymes accept coenzyme A esters of hydroxy
cinnamic acids and benzoic acid and transfer the acyl moieties to hydroxy and amino
functions of quinic acid and shikimic acid as well as anthranilic acid and derivatives
thereof. LaAT2 also contains all characteristic sequence elements of BAHD
acyltransferases, but is poorly similar to the characterized enzymes of this family and
could be member of a new group. LaAT1 and LaAT2 were heterologously expressed
in Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae and subjected to a substrate
screening with different coenzyme A esters and alcohols. Activity was only detected
for LaAT1, which catalyzed the formation of both amides and esters. This dual
reactivity was never reported before for a member of the BAHD superfamily and
resulted in the synthesis of caffeoylshikimate, caffeoyl- and coumaroyltyramine as
well as coumaroylanthranilate. In plants tyramine derivatives are generally
synthesized by enzymes of another family, the tyramine N-hydroxycinnamoyl-
transferases clearly distinct from BAHD acyltransferases. Thus, LaAT1 seems not to
be involved in the biosynthesis of flavor, but might have other important functions in
secondary metabolism.
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A Einleitung
1 Sekundarstoffwechsel

1.1 Einteilung in Primar- und Sekundarstoffwechsel

Die Begriffe ,Sekundarmetabolismus und ,sekundarer Pflanzeninhaltsstoff‘ sind
historisch gepragt (Richter, 1996). Im 19. Jahrhundert fasste man unter diesen
Begriffen die Substanzen zusammen, die nach den damaligen wissenschaftlichen
Erkenntnissen keine physiologische Funktion erflllten. Man betrachtete sie als
Endprodukte des Stoffwechsels, die als ,innere Sekrete® und Gegenstiick zu
tierischen Ausscheidungen entstanden und zum Teil in spezialisierten Geweben
abgelagert wurden. Von diesen Verbindungen grenzte man den Primarmetabolismus
ab, der in allen Pflanzen auf gleiche Weise das unmittelbare Uberleben sicherte.

Mit dem heutigen Wissen Uber die pflanzlichen Biosynthesewege ist eine eindeutige
Trennung zwischen Primar- und Sekundarmetabolismus nur schwer moglich. Im
Allgemeinen erfullen Stoffe, die man als Sekundarmetaboliten bezeichnet, zwei
Bedingungen: Sie sind nur in einer begrenzten Zahl von Spezies zu finden und ihnen
kommt keine klare Funktion bei Wachstum und Entwicklung zu (D’Auria und
Gershenzon, 2005). Eine Einteilung nach chemischer Struktur oder nach bestimmten
Biosynthesewegen ist dagegen nicht moglich, denn es sind die gleichen
Vorlaufersubstanzen, sehr ahnliche enzymatische Reaktionen und Verbindungen der
gleichen Klassen, die im Primar- und im Sekundarstoffwechsel eine Rolle spielen
(Richter, 1996). Selbst einzelne Verbindungen kdnnen Funktionen in beiden
Bereichen ubernehmen. So ist Canavanin, eine giftige Aminosaure, in den Samen
einiger Leguminosenarten enthalten und schitzt sie vor Insektenfral3. Andererseits
wird die Substanz wahrend der Keimung abgebaut und sichert die Versorgung des
Keimlings mit Stickstoff.

Abgesehen von diesen Uberlappungen wird der Sekundarstoffwechsel durch einige
Besonderheiten charakterisiert, die ihn vom Primarstoffwechsel unterscheiden. Viele
Verbindungen aus dem Sekundarbereich werden nur in spezialisierten Zellen
gebildet bzw. gespeichert und haufig werden sie durch die Kondensation von
Grundbausteinen synthetisiert, die aus unterschiedlichen Biosynthesewegen
stammen (Richter, 1996; Kutchan, 2005). Ein weiteres typisches Merkmal der
Sekundarmetabolite liegt in der Vielfalt struktur- und funktionsahnlicher Substanzen,

die in einer Pflanze auftreten und durch Modifizierung einer einzigen
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Ausgangsverbindung entstehen. Aus Sicht der Evolution besteht zudem ein
wesentlicher Unterschied in der vergleichsweise hohen Variabilitat und der raschen
Veranderung auf der genetischen Ebene des Sekundarstoffwechsels (Pichersky und
Gang, 2000). Dementsprechend kann man den Primarmetabolismus als universell,
uniform und konservativ bezeichnen, wahrend der Sekundarmetabolismus singular,

vielfaltig und adaptiv erscheint (Richter, 1996).

1.2 Vielfalt des Sekundarmetabolismus

Pflanzen synthetisieren eine immense Zahl monomerer und polymerer
Verbindungen, wovon etwa 50000 Strukturen zu den niedermolekularen sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen zahlen (De Luca und St. Pierre, 2000). Diese Stoffe werden in
einige wenige Hauptklassen eingeteilt. Zu den Isoprenoiden (Terpenoiden) zahlt man
die flichtigen Mono- und Sesquiterpene ebenso wie die Saponine (glycosylierte
Sterole) und die farbgebenden Carotinoide (Richter, 1996). Eine weitere sehr grole
Klasse stellen die rund 12000 bekannten Alkaloide dar, deren Bildung hauptsachlich
von nur funf verschiedenen Aminosauren, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, Lysin
und Ornithin, ausgeht (De Luca und St. Pierre, 2000). Aulerdem enthalten Pflanzen
phenolische Verbindungen und davon abgeleitete Strukturen wie Phenolcarbon-
sauren, Phenylpropane und Flavonoide (Richter, 1996). Weitere, kleinere Gruppen
umfassen zum Beispiel die Stilbene, Betacyane oder Betaxanthine.

Die Biosynthese dieser Verbindungen wird von einer entsprechend gro3en Zahl von
Enzymen gewahrleistet. Etwa 15-25 % der 20000-60000 Gene einer Pflanze durften
fur diese Proteine codieren (Pichersky und Gang, 2000). Drei Enzymfamilien, die
Glucosyltransferasen, Terpensynthasen und Acyltransferasen, werden in dieser
Arbeit ausfuhrlicher beschrieben (Kapitel A-2 bis A-4). In der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana, deren Genom sequenziert ist, wurden Gene sehr vieler weiterer
Enzymfamilien identifiziert, die am Sekundarmetabolismus beteiligt sind (Tab. A-1)
(D’Auria und Gershenzon, 2005). Allerdings sind Uber 90 % dieser Enzyme noch
nicht biochemisch charakterisiert.

Der Sekundarmetabolismus stellt also einen wesentlichen Bestandteil des
pflanzlichen Stoffwechsels dar, in den beachtliche Ressourcen flieRen und der sich
im Laufe der Evolution offenbar bewahrt hat. Dementsprechend erfullen die
Sekundarmetabolite Funktionen, die die Existenz und den Fortbestand der Art in der
Umwelt sichern (Richter, 1996). So dienen die flichtigen Verbindungen und

Farbpigmente in Bliten als Lockstoffe flr bestdubende Insekten, wahrend giftige
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Substanzen Fral¥feinde und Pflanzenpathogene abhalten (Pichersky und Gang,
2000). Farb- und Aromastoffe in Fruchten signalisieren Tieren, dass sie eine
Belohnung in Form von Zuckern, Vitaminen und Aminosauren erwartet und helfen
auf diese Weise die Samen zu verbreiten. Den Sekundarmetaboliten werden somit
uberwiegend Okologische, auf externe Parameter gerichtete Funktionen zugeordnet.
Vor allem in den letzten Jahren wurde aber zunehmend die Bedeutung dieser Stoffe
auch fur interne Ablaufe wie Wachstum und Entwicklung der Pflanze oder die
Abwehr von abiotischem Stress erkannt (D’Auria und Gershenzon, 2005). So
scheinen Flavonoide direkt an der Steuerung des Transportes des Phytohormons
Auxin (Indolessigsaure) beteiligt zu sein. Ebenso wurden sowohl Phenylpropanoide
als auch Flavonole in Zusammenhang mit dem Schutz der Zellen vor UV-B-Strahlung
gebracht. Jasmonsaure, Salicylsdure und Brassinosteroide wurden lange als
sekundare Pflanzeninhaltsstoffe betrachtet, bevor man ihre wichtigen Funktionen in
den internen pflanzlichen Signalwegen verstand. Viele Verbindungen aus dem

Sekundarstoffwechsel erfullen also auch primare Funktionen.

Tab. A-1: Auswahl von Genfamilien, deren korrespondierende Enzyme am Sekundarmetabolis-
mus in Arabidopsis thaliana beteiligt sind (D’Auria und Gershenzon, 2005).

Genfamilie Anzahl Gebildete Sekundarmetabolite
Acyltransferasen

Serin-Carboxy-Peptidase-ahnlich 53 Hydroxyzimtsaureester

BAHD-Familie 64 Acylierte Anthocyane, aliphatische und

aromatische Ester

Methyltransferasen

SABATH-Familie 24 Aliphatische und aromatische Methylester

Typ | O-Methyltransferasen 6 Flavonoid-Methylether
Carboxymethyl-Esterasen 20 Carbonsauren
Cytochrom P450 Monooxygenasen 272 Hydroxylierte Phenylpropanoide, Glucosinolate
Glutathion-S-Transferasen 48 Glutathion-Konjugate
Aldehyd-Dehydrogenasen 14 Aromatische und aliphatische Sauren
Terpensynthasen 30 Mono-, Sesqui-, Diterpene
Oxidosqualencyclasen 13 Triterpene
Glycosyltransferasen 107  Glycoside
Glycosidhydrolasen (Familie I) 47 Aglycons (z. B. Flavonole, Phenylpropanoide)
Pathogen-induzierte Lipase-ahnliche 6 Von Fettsauren abgeleitete Komponenten
Enzyme
Acylgruppen-aktivierende Enzyme/ 63 CoA-Thioester, Aminosauren-Konjugate

CoA-Ligasen
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1.3 Funktionelle Charakterisierung von Enzymen des
Sekundarmetabolismus

Mit der Verfugbarkeit genetischer Methoden ergaben sich auch fur die Forschung am
Sekundarmetabolismus neue Maoglichkeiten (Memelink, 2005; Rohloff und Bones,
2005). In gro angelegten Studien wurden tausende von Mutantenpflanzen erzeugt
und ihre Metabolite auf qualitative und quantitative Veranderungen untersucht. Da
sich das mutierte Gen problemlos bestimmen lasst, das eine Veranderung
verursacht, ist die schnelle funktionelle Zuordnung einer grolen Zahl von Genen
modglich. Es kann aber keine eindeutige Aussage daruber getroffen werden, fir
welchen molekularen Mechanismus ein Gen jeweils verantwortlich ist. Das Gen
konnte ein Enzym codieren, das einen Schritt in der Biosynthese des veranderten
Metaboliten Ubernimmt, oder es kénnte eine regulative Funktion einnehmen. Weitere
Erkenntnisse Uber die Funktion eines Gens lassen sich aus dessen Expressionsprofil
ableiten (Fridman und Pichersky, 2005). Gene, die nur in spezifischen Geweben, in
bestimmten Entwicklungsstadien oder unter speziellen auf3eren oder inneren
Bedingungen exprimiert werden, hangen mit den damit verbundenen, biologischen
Ablaufen zusammen. Haufig basiert die Zuordnung der Funktion einer neuen
Gensequenz auch auf der Homologie zu bereits biochemisch charakterisierten
Sequenzen. Diese Annotierung gibt zwar wertvolle Hinweise, welcher Gen- bzw.
Proteinklasse die Sequenz angehort, ist jedoch meist ungenau und kann die
Substrat- oder Produktspezifitadten eines Enzyms nicht sicher vorhersagen.

Daher sind zusatzlich zu genetischen Kenntnissen biochemische Daten von
entscheidender Bedeutung (Fridman und Pichersky, 2005). Ist die Gensequenz
bekannt, ist es mit molekularbiologischen Methoden moglich, grofle Mengen an
reinem, rekombinantem Enzym zu erzeugen und dieses biochemisch zu
charakterisieren. Gegenuber der klassischen Aufreinigung von Enzymen aus
pflanzlichen Proteinextrakten hat diese Vorgehensweise entscheidende Vorteile.
Denn mit der klassischen Technik ist es haufig nicht moglich, Proteine mit ahnlichen
Eigenschaften zu trennen. Gerade im Sekundarstoffwechsel existieren aber Enzyme
mit unterschiedlicher Produktspezifitat, die sich nur geringfiigig voneinander
unterscheiden. Zudem benétigt man deutlich weniger Pflanzenmaterial. Dies ist
insbesondere bei der Untersuchung des Sekundarmetabolismus von Vorteil, da die
beteiligten Enzyme oft in spezialisieten Geweben gebildet werden und nur in
geringer Menge enthalten sind (Croteau, 1987). Wenn die Reaktion eines Enzyms in

vitro charakterisiert wurde, kann die Funktion in vivo wiederum mit genetischen
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Methoden bestatigt werden, indem dieses Enzym in transgenen Pflanzen spezifisch
herabreguliert oder Uberexprimiert wird, und die Veranderung der Metabolite
analytisch erfasst wird (Lunkenbein et al., 2006a).

Durch die Untersuchung von Pflanzen mit rein analytischen Methoden entstand
umfangreiches Wissen Uber deren sekundare Inhaltsstoffe. Da aber die
Zusammensetzung in verschiedenen Geweben ebenso wie in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien variiert, werden je nach Wahl des analytischen Verfahrens
madglicherweise wichtige Substanzen nicht erfasst (Fridman und Pichersky, 2005).
Die Charakterisierung von Enzymen aus Arabidopsis thaliana, deren genetische
Sequenzen lediglich aus der vollstandigen Sequenzierung des Genoms bekannt
waren, ermoglichte die erstmalige Entdeckung von Sekundarmetaboliten (D’Auria
und Gershenzon, 2005; Fridman und Pichersky, 2005). So wurde eine spezifisch in
Wurzeln exprimierte 1,8-Cineolsynthase in vitro charakterisiert. Erst danach konnte
man das Produkt dieses Enzyms durch hochsensitive PTR-MS (Proton Transfer
Reaction Mass Spectrometry) auch in der Pflanze nachweisen. Aufgrund derartiger
Ergebnisse nimmt die Zahl der nachgewiesenen Sekundarmetabolite standig zu. Die
Verknupfung der Informationen Uber Gene (Genomics), Enzyme (Proteomics) und
Metabolite (Metabolomics) wird daher in Zukunft die treibende Kraft in der

Erforschung des Sekundarmetabolismus sein (Fridman und Pichersky, 2005).
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2 Glucosyltransferasen

21 Einteilung

Die Modifikation von Molekulen durch Glycosylierung stellt eine der wichtigsten
Reaktionen in der Natur dar und wird von den Mitgliedern einer Enzym-Superfamilie,
den Glycosyltransferasen katalysiert. Sie Ubertragen Zuckereinheiten von aktivierten
Donormolekilen auf die funktionellen Gruppen von Alkoholen, Thiolen, Aminen und
Sauren und bilden O-, S- und N-glycoside sowie Glucoseester. Die
Akzeptorsubstrate sind auflerst unterschiedlich und rangieren von kurzkettigen
Alkanolen bis hin zu langkettigen, komplexen Polysacchariden.

Nach den Empfehlungen der International Union of Biochemistry and Molecular
Biology (IUBMB) wurden die Glycosyltransferasen entprechend ihrer Substrat- und
Produktspezifitaten in Klassen eingeteilt (EC 2.4.x.y). Da in dieses System Enzyme
jedoch nur dann befriedigend eingeordnet werden kénnen, wenn sie vollstandig
charakterisiert sind und dabei stark substratspezifisch sind, wurde ein zweites
System eingefiihrt, das auf der Ahnlichkeit der Aminoséuresequenzen basiert
(Campbell et al., 1997; Coutinho et al., 2003). Bisher (Stand: Januar 2007) sind auf
diese Weise 87 Familien in der CAZy-Datenbank (Carbohydrate-Active Enzymes)
identifiziert worden. Innerhalb einer Familie sind Enzyme gruppiert, die zwar
unterschiedliche Substrat- und Produktspezifititen aufweisen kénnen, bei denen
aber der molekulare Reaktionsmechanismus konserviert ist. Ausgehend von den
vergleichsweise wenigen charakterisierten Glucosyltransferasen werden dadurch
Rickschlisse auf andere Enzyme ermoglicht, von denen lediglich
Sequenzinformationen bekannt sind. Im Folgenden wird nur auf die Mitglieder der
Familie 1, eine der groldten, eingegangen. Es handelt sich um UDP-
Glycosyltransferasen (UGTs), die einen UDP-aktivierten Zucker auf kleine (d. h.

monomere), haufig hydrophobe Molekile des Sekundarmetabolismus Ubertragen.

2.2 Reaktionen und Struktur

Die von den Glycosyltransferasen katalysierte Reaktion ist formal eine nucleophile
Substitution, bei der das Akzeptormolekul als Nucleophil am anomeren C-Atom des
aktivierten Zuckermoleklls angreift. Dabei kann die Konfiguration am C-Atom
entweder unverandert bleiben oder sich unter Inversion andern, sodass man
dementsprechend in retentierende und invertierende Glycosyltransferasen einteilt
(Charnock at al., 2001). Alle UGTs der Familie 1 reagieren invertierend (Abb. A-1).
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Abb. A-1: Reaktionsmechanismus der invertierenden UGTs am Beispiel von UDP-Glucose und
2,4,5-Trichlorphenol. Die Konfiguration des anomeren C-Atoms andert sich von a
zu B.

Als Donorsubstrat akzeptieren die UGTs UDP-aktivierte Zucker, in den meisten
Fallen UDP-Glucose. Dabei erwiesen sich die Enzyme als relativ substratspezifisch
und reagieren meist nur mit einem Donorsubstrat (Vogt und Jones 2000). Allerdings
zeigt gerade die neuere Literatur, dass pflanzliche Glycosyltransferasen zum Teil
auch mehrere verschiedene aktivierte Zucker transformieren konnen (Flint et al.,
2005; Offen et al., 2006).

Dagegen wurde bei fast allen bisher charakterisierten Glucosyltransferasen des
Sekundarmetabolismus gezeigt, dass sie mit mehr als nur einem Akzeptorsubstrat
reagieren. Die Substratspezifitat ist also in den meisten Fallen gering und kann sich
z. B. auf eine Substanzklasse beziehen, aber auch noch wesentlich weiter gefasst
sein. So katalysierte das Enzym UGT84B1 aus Arabidopsis thaliana die Bildung des
Indolessigsaure-Glucoseesters mit der hochsten spezifischen Aktivitat, konjugierte
aber nur wenig schlechter auch die Derivate Indolpropylsdure und Indolbutylsaure
sowie die strukturell deutlich unterschiedliche Zimtsaure (Jackson et al., 2001).
Ahnliche Enzyme wurden unter anderem in Tabak (Fraissinet-Tachinet et al., 1998;
Lee and Raskin, 1999), Dorotheanthus bellidiformis (Vogt et al., 1999) und Beta
vulgaris (Isayenkova et al., 2006) beschrieben. Diese Beobachtung fuhrte zu der
Annahme, dass die Glucosyltransferasen eher regioselektiv oder regiospezifisch als
substratspezifisch reagieren (Vogt und Jones, 2000; Isayenkova et al., 2006).

Erst kdrzlich wurden die ersten Kristallstrukturen pflanzlicher Glucosyltransferasen
aufgeklart und halfen dabei, die molekulare Grundlage fur die Substratspezifitaten zu
klaren (Shao et al, 2005; Offen et al., 2006). Bereits fruher wurde eine
Konsensussequenz, die sogenannte PSPG-Box (Plant Secondary Product

Glucosyltransferase Box), postuliert, die sich am C-Terminus aller UGTs befindet
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(Hughes und Hughes, 1994). Es wurde durch die Kristallstrukturanalyse bestatigt,
dass diese Sequenz fur die recht spezifische Bindung des Donor-Substrates
verantwortlich ist (Offen et al., 2006). Die N-terminale Doméne erkennt dagegen die
Akzeptor-Substrate (Shao et al., 2005). Aus der Kristallstruktur der Flavonoid-3-O-
glucosyltransferase aus Vitis vinifera ist ersichtlich, dass die Bindungstasche einen
,Canyon” bildet, der am Ende offen ist und daher Raum flr verschiedene Substrate
bietet. Dies fuhrt wahrscheinlich zu der beobachteten geringeren Spezifitat (Offen et
al., 2006).

2.3 Funktionen

Eine Glycosylierung andert die chemischen Eigenschaften des Akzeptormolekuls in
mehrfacher Hinsicht. Erstens erhoht sich durch die Konjugation einer Zuckereinheit
die Polaritdt und damit die Loslichkeit. Zweitens wird die Stabilitadt einiger
Verbindungen deutlich gesteigert, und drittens wird im Allgemeinen die Reaktivitat
herabgesetzt, da die funktionellen Gruppen, die glucosyliert wurden, nicht mehr fir
andere Reaktionen zur Verfugung stehen (Jones und Vogt, 2001).

Es gibt zahlreiche Beispiele im pflanzlichen Sekundarmetabolismus, die die
Bedeutung dieser veranderten Eigenschaften demonstrieren. Die UDP-
Glucose:Flavonoid-3-O-Glucosyltransferase aus Vitis vinifera glucosyliert die
Anthocyane der Weintraube. Erst durch diesen Schritt wird die Speicherung der
ansonsten instabilen Farbstoffe in grofderen Mengen ermoglicht (Ford et al., 1998). In
Sorghum bicolor katalysiert eine Glycosyltransferase die Bildung des cyanogenen
Glucosids Dhurrin. Die Pflanze kann diese Verbindung anreichern und erst bei
Bedarf, z. B. zur Abwehr von FrafRfeinden, hydrolysieren, was letztendlich zur
Freisetzung giftigen Cyanids fuhrt (Jones et al., 1999). Dieser inaktivierenden und
stabilisierenden Funktion von Glucosyltransferasen steht eine aktivierende
gegenuber. So wurde nachgewiesen, dass Acyl-Glucoseester analog zu Coenzym A-
Estern als aktivierte Intermediate in Transesterifizierungs-Reaktionen dienen kdnnen
(Mikowski und Strack, 2004). Zum Beispiel bildet die 1-O-trans-Cinnamoyl-4-D-
glucopyranose:Alkohol Cinnamoyltransferase aus Physalis peruviana aus dem
Zimtsaure-Glucoseester und kurzkettigen Alkoholen die aromarelevanten Ester
Methyl-, Ethyl- und 1-Propylcinnamat (Latza und Berger, 1997). Ahnliche Reaktionen
wurden in Arabidopsis thaliana und Ipomea batatas beschrieben (Villegas und
Kojima, 1986; Lehfeldt et al., 2000).
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Die Bedeutung der Glycosyltransferasen geht jedoch Uber die Glycosylierung von
endogenen Substraten hinaus. Es ist bereits seit einiger Zeit bekannt, dass sehr viele
Pflanzen in der Lage sind, exogene Substrate wie Herbizide zu glucosylieren
(Pflugmacher und Sandermann, 1998). Das Konzept der ,grinen Leber* geht davon
aus, dass der Entgiftungsprozess in der Pflanze in ahnlicher Weise ablauft wie in der
Leber von Saugetieren. Im ersten Schritt wird die xenobiotische Substanz
transformiert, z. B. durch Oxidation oder Hydrolyse. Als zweites folgt die Konjugation,
die von Glucosyltransferasen katalysiert wird. Dies ermoglicht den dritten Schritt, die
Kompartimentierung. Sie wird meistens durch Aufnahme der Glucoside in die
Vakuole, die als Stoffwechselsenke (metabolic sink) fungiert, realisiert (Sandermann,
1994; Kreuz et al., 1996).

Zunachst wurde davon ausgegangen, dass die Metabolisierung der Fremdstoffe von
spezifisch agierenden Enzymen geleistet wird (Sandermann, 1994). Nachdem aber
durch heterologe Expression groRere Mengen der Glycosyltransferasen in hoher
Reinheit zuganglich wurden, beobachtete man bei vielen Enzymen eine sehr breite
Substratakzeptanz, die neben endogenen Substraten auch Xenobiotika einschloss.
So glucosylierten sechs Enzyme aus Arabidopsis thaliana die Hydroxygruppe von
2,4,5-Trichlorphenol, das haufig als phytotoxische, xenobiotische Modellverbindung
in Enzymassays eingesetzt wird (Mel3ner et al., 2003). Dies war insbesondere fur
zwei der Enzyme eine Uberraschende Beobachtung, da diese ansonsten mit den
Carboxygruppen ihrer mutmalilichen endogenen Substrate reagierten und
Glucoseester bildeten. Hefner und Mitarbeiter (2002) charakterisierten eine Arbutin-
synthase aus Rauvolfia serpentina und stellten in vitro fest, dass sie neben dem
eigentlichen Substrat Hydrochinon ein sehr grofles Spektrum strukturahnlicher
naturlicher und unnaturlicher Substrate akzeptiert. Dagegen blieb bei UGT72B1,
einer weiteren Glucosyltransferase aus Arabidopsis thaliana, selbst nach der Analyse
von transgenen Knock-Out-Pflanzen unklar, welche Verbindung das Enzym originar
umsetzt. Sowohl in vitro als auch in vivo katalysierte das Enzym effizient die
Glucosylierung von TCP. Daher stellt sich weiterhin die Frage, ob die Detoxifizierung
eine Nebenreaktion von Enzymen ist, die flr die Glucosylierung anderer endogener
Substrate verantwortlich sind, oder ob sie die Hauptreaktion spezifischer Enzyme ist
(Brazier-Hicks und Edwards, 2005).

Die Fahigkeit der Pflanzen, unbekannte Substanzen glucosylieren zu kdnnen, durfte

von grofRer Bedeutung in der Evolution sein. Einerseits koénnen dadurch
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xenobiotische, moglicherweise toxische Verbindungen konjugiert und idealerweise
entgiftet werden, sodass das Uberleben der Pflanze gesichert ist. Andererseits
funktioniert die Glucosylierung der endogenen Substrate auch dann noch, wenn sie
durch Mutationen von Enzymen in vorgelagerten Stoffwechselschritten verandert
sind. Durch diese Flexibilitat der Pflanze, auf neue Substratangebote zu reagieren,

ergibt sich ein ,chemisches Sicherheitsnetz“ (Jones und Vogt, 2001).

2.4 Vorarbeiten zu FaGT2

Die in dieser Arbeit untersuchte UDP-Glucose:Cinnamat-Glucosyltransferase aus der
Kulturerdbeere Fragaria x ananassa cv. Elsanta (FaGT2) wurde zuvor teilweise
charakterisiert (Lunkenbein et al., 2006a). Das Enzym gehort zu den invertierenden
UGTs der Familie 1 (Kap. A.2.1) und ist dort den Glucoseester-bildenden Glucosyl-
transferasen anderer Organismen am ahnlichsten. In Expressionsstudien wurde
ermittelt, dass FaGT2 in der Erdbeerfrucht reifekorreliert exprimiert wird. Analog dazu
stiegen auch die Gehalte der Metabolite Zimtsaure-, p-Cumarsaure-, Kaffeesaure-
und p-Hydroxybenzoesaure-Glucoseester an. Zusatzlich wurden transgene Erdbeer-
pflanzen gezuchtet, in denen die Expression des Gens durch ein Antisense-
Konstrukt herabreguliert wurde. In den Erdbeerfrichten dieser Pflanzen waren die
Konzentrationen an Zimtsaure- und p-Cumarsaure signifikant erniedrigt. Die Autoren
folgerten, dass FaGT2 fur die Bildung dieser beiden Produkte in vivo verantwortlich
ist. Zimtsaure-Glucoseester dient in der Erdbeere vermutlich als aktivierte Vorstufe,
aus der durch Transesterifizierung die Aromastoffe Methyl- und Ethylcinnamat
entstehen. In vitro wurden jedoch zahlreiche weitere Derivate der Zimtsaure und
Benzoesaure glucosyliert. Dabei entstanden in allen Fallen die Glucoseester und
nicht die O-Glucoside. Aus den kinetischen Daten lie® sich erkennen, dass
Zimtsaure mit der grof3ten katalytischen Effizienz (k.a/Km) umgesetzt wurde, wahrend
fir p-Cumarsaure die hochste Maximalgeschwindigkeit (Vmax) und fir 3,4-
Dimethoxyzimtsaure die beste Substrataffinitat (Kn) ermittelt wurde. Von den
insgesamt 21 akzeptierten Substraten wurde abgeleitet, dass FaGT2 nur
Verbindungen glucosyliert, die eine Carboxyl- und eine Benzyl-Gruppe enthielten.
Letztere durfte zusatzlich in m- und p-, aber nicht in o-Position substituiert sein. Ein
weiteres interessantes Ergebnis dieser Studie war der Nachweis, dass FaGT2 durch
oxidativen Stress induziert wird. In Pflanzen entsteht oxidativer Stress durch reaktive
Sauerstoffspezies, die sich durch die Einwirkung von Xenobiotika, Angriff von

Pathogenen oder bei Verwundung bilden. Im pflanzlichen Organismus bewirkt
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oxidativer Stress allgemein die gesteigerte Expression von Entgiftungsenzymen wie
Glutathion-S-Transferasen (Marrs, 1996; Aharoni et al., 2002). Daher erscheint es

moglich, dass FaGT2 eine zweite Funktion einnimmt und an der Detoxifizierung von
Fremdstoffen beteiligt ist.
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3 Terpensynthasen

3.1 Einteilung der Terpenoide

Die Terpenoide (auch Terpene oder Isoprenoide genannt) bilden mit etwa 30000
bekannten Vertretern die grofte Klasse der Sekundarmetabolite und sind auch
innerhalb einer Spezies wie zum Beispiel Arabidopsis thaliana die vielfaltigsten
Verbindungen (De Luca und St. Pierre, 2000; Sell, 2003; D’Auria und Gershenzon,
2005; Rohloff und Bones, 2005). Der Name leitet sich von Terpentin ab, dem Begriff
fur Coniferenharze, dessen Kohlenwasserstoffe man mit dem Begriff ,Terpene*
bezeichnete. Die Beobachtung, dass die C5-Verbindung Isopren bei der Pyrolyse
von Terpentin entsteht und die Synthese von Terpenen aus Isopren gelingt, fuhrte
bereits 1887 zur Formulierung der ,Isoprenregel” (Wallach, 1914). Diese beschrieb
erstmals, dass alle Terpenoidstrukturen aus Einheiten von je funf Kohlenstoffatomen
aufgebaut sind. Ruzicka (1953) erweiterte dieses Konzept zur ,biogenetischen
Isoprenregel®, die die Entstehung von verschiedenartigen Monoterpenen, Sesqui-
terpenen, Diterpenen und Triterpenen aus zwei, drei, vier bzw. sechs C5-Einheiten
mit Hilfe chemisch-mechanistischer Betrachtungen erklart. Auch heute erfolgt die
Einteilung der Terpenoid-Grundstrukturen auf dieser Basis. Im Folgenden wird der
Schwerpunkt auf den Mono- und Sesquiterpenen liegen.

Die Monoterpene, von denen etwa 1000 bekannt sind, lassen sich einteilen in
acyclische, monocyclische und bicyclische Vertreter wie sie beispielsweise von
Myrcen, Limonen und a-Pinen reprasentiert werden (Breitmaier, 2005). Ausgehend
von einigen Grundstrukturen werden die cyclischen Monoterpene weiteren
Unterklassen zugeordnet. Die p-Menthane weisen ein 1-Methyl-4-isopropyl-
cyclohexan-Grundgertst auf, die Iridane eine Cyclopentan-Struktur, wahrend die
Pinane ein [3.1.1]-, die Bornane, Camphane und Fenchane ein [2.2.1]-, die Carane
ein [4.1.0]-bizyklisches System und die Thujane eine 1-Isopropyl-4-methyl-
bicyclo[3.1.0]hexan-Struktur gemeinsam haben (Wise and Croteau, 1999). Daneben
existieren weitere halogenierte und irregulare Formen.

Aufgrund der grolReren Kettenlange der Sesquiterpene (C15) ergibt sich mit rund
8000 bekannten Verbindungen eine noch groRere Strukturvielfalt als bei den
Monoterpenen. Sie leiten sich durch Modifikation von Uber 300 verschiedenen
Kohlenstoffgeristen ab (Cane, 1999b; Breitmaier, 2005). Entsprechend zahlreich
sind die beschriebenen Untergruppen (Connolly und Hill, 1991).
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3.2 Biosynthese der Terpenoide

Die Biosynthese aller Terpenoide geht von einer einzigen Vorlaufersubstanz aus,
dem Isopentenyldiphosphat (IPP), das als Verbindung mit funf Kohlenstoffatomen die
biochemische Erklarung fur die von Wallach (1914) und Ruzicka (1953) formulierte
Isoprenregel liefert. IPP wird in Pflanzen auf zwei verschiedenen, unabhangigen
Wegen gebildet, dem Mevalonat-Weg (MVA-Weg) und dem Deoxyxylulosephosphat-
Weg (DXP-Weg; MVA-unabhangiger Weg), die in verschiedenen Kompartimenten

der Zelle lokalisiert sind.

3.2.1 Mevalonat-Weg

Die Biosysnthese von IPP nach dem Mevalonat-Weg geht von zwei Molekllen
Acetyl-CoA aus, die in einer Claisen-Kondensation unter Katalyse einer Acetoacetyl-
CoA-thiolase (AACT) reagieren (Abb. A-2) (Cane, 1999a; Lange et al., 2000; Dewick,
2002; Rodriguez-Concepcién und Boronat, 2002). Die Verlangerung um ein weiteres
Molekul Acetyl-CoA erfolgt durch 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-synthase (HMGS).
Die Verbindung HMG-CoA wird anschlieBend von der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA-reduktase (HMGR) unter Verbrauch von zwei Aquivalenten NADPH zur
Mevalonsaure (MVA) reduziert. In zwei aufeinanderfolgenden ATP-abhangigen
Schritten wird diese Verbindung von MVA-Kinase (MK) und Phosphomevalonat-
kinase (PMK) zu Mevalonat-5-diphosphat phosphoryliert. Im letzten Schritt bewirkt
eine Mevalonat-5-diphosphatdecarboxylase (MDC) durch Decarboxylierung und
Wasserabspaltung die Bildung von IPP. Durch eine IPP-Isomerase (IPPI) kann diese

Verbindung zu Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) reagieren.

3.2.2 Deoxyxylulosephosphat-Weg

Lange Zeit galt der Mevalonat-Weg als die einzige Quelle von IPP und DMAPP und
somit als Grundlage fur die Bildung aller Isoprenoide (Rohdich et al., 2001). In den
letzten Jahren wurde jedoch eine alternative Route, der Deoxyxylulosephosphat-
Weg, aufgeklart (Abb. A-2) (Rohmer, 1999; Eisenreich et al., 2004). Im ersten Schritt
kondensieren dabei Pyruvat und Glyceraldehyd-3-phosphat zu 1-Deoxy-D-xylulose-
5-phosphat (DXP) durch die Katalyse einer entsprechenden Synthase (DXPS). Die
DXP-Reduktoisomerase (DXR) bewirkt eine Umgruppierung und Reduktion dieses
Substrates zu 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP). Die MEP-Cytidyltransferase
(CMT) Ubertragt im nachsten Schritt eine Phosphocytidyl-Einheit unter Bildung von 4-
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(Cytidin-5’-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol, das eine weitere Modifikation durch
enzymatische Phosphorylierung durch die Cytidin-5-diphospho-2-C-methyl-D-
erythritolkinase (CMK) an C2 erfahrt. 2-Phospho-4-(cytidin-5’-diphospho)-2-C-methyl-
D-erythritol wird durch die Aktivitat eines weiteren Enzyms (2-C-Methyl-D-erythritol-
2,4-cyclodiphosphatsynthase, MECPS) unter Abspaltung von Cytidinmonophosphat
zu 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphat cyclisiert. Diese Verbindung wird von
einer Reduktase (MECPR) zu 1-Hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphat kon-
vertiert, das im letzten Schritt nochmals enzymatisch durch die 1-Hydroxy-2-methyl-
2-(E)-butenyl-4-diphosphatreduktase (HMBPR) reduziert wird. Dabei entstehen IPP
und DMAPP im Verhaltnis 6:1.

3.2.3 Synthese von Geranyldiphosphat und Farnesyldiphosphat

Die Substrate der Mono- und Sesquiterpensynthasen sind Geranyldiphosphat (GPP)
beziehungsweise Farnsesyldiphoshat (FPP). Die Biosynthese dieser beiden Verbin-
dungen wird von Prenyltransferasen (GPP-Synthase und FPP-Synthase) katalysiert
(Koyama und Ogura, 1999). In einer elektrophilen Kopf-Schwanz-Reaktion entsteht
aus je einem Molekiul DMAPP und IPP Geranyldiphosphat, die Verlangerung mit

einem weiteren Molekul IPP resultiert in der Bildung von FPP.

3.2.4 Kompartimentierung

Die beiden Biosynthesewege von IPP sind in Pflanzen in unterschiedlichen zellularen
Kompartimenten lokalisiert (Abb. A-2) (Rohmer, 1999; Eisenreich et al., 2001;
Rodriguez-Concepcion et al., 2002; Bick und Lange, 2003). Wahrend der DXP-Weg
und die Biosynthese von Isopren, Monoterpenen, Diterpenen sowie Carotinoiden,
Chlorophyllen und Tocopherolen in Plastiden ablauft, ist der Mevalonat-Weg
spezifisch fur das Cytosol und resultiert insbesondere in der Bildung von
Sesquiterpenen, Triterpenen und Phytosterolen. Allerdings sind die beiden Wege
nicht vollstandig voneinander separiert, sondern es exisitiert ein Austausch von IPP
zwischen den Plastiden und dem Cytosol (metabolic crosstalk). So wurde Uber die
Aufnahme von IPP aus dem Cytosol in Plastide berichtet, ebenso wie der einseitige
Export von IPP ins Cytosol (Bick und Lange, 2003; Laule et al., 2003; Hampel et al.,
2005; Dudareva et al.,, 2005). Der Umfang und die Richtung des Austausches
hangen von der Spezies ab und koénnten bei der Regulation des Terpenoid-
Stoffwechsels eine wichtige Rolle spielen. Auch die Synthese der unmittelbaren

Substrate der Terpensynthasen, die Prenyldiphosphate, ist auf die Plastide bzw. das
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Cytosol aufgeteilt. Da die Enzyme im Cytosol synthetisiert werden, enthalten Mono-
und Diterpensynthasen in ihrem N-terminalen Bereich ein Signalpeptid, das den
intrazellularen Transport in die Plastide vermittelt, wo sich ihre Substrate befinden.
Das Signalpeptid wird dort abgespalten. Aber auch die Trennung der Reservoirs von
GPP und FPP ist nicht in allen Fallen strikt. In der Erdbeerfrucht ist GPP auch im
Cytosol vorhanden, sodass darin (S)-Linalool gebildet wird, und in Arabidopsis ist
vermutlich ein geringer Vorrat an FPP in den Plastiden vorhanden (Aharoni et al.,
2003 und 2004).

3.2.5 Reaktionen der Mono- und Sesquiterpensynthasen

Ausgehend von den zwei Substraten Geranyl- und Farnesyldiphosphat bilden die
Mono- und Sesquiterpensynthasen eine sehr groRe Zahl unterschiedlicher Verbin-
dungen. Manche Enzyme synthetisieren spezifisch nur ein Produkt, haufig entsteht
aber auch ein Gemisch unterschiedlicher Substanzen. Ein extremes Beispiel ist eine
y-Humulen-Synthase aus Abies grandis, die 52 verschiedene Sesquiterpene produ-
ziert (Steele et al., 1998). Die Reaktionswege, die zu diesen Produkten fihren,
wurden bereits von Ruzicka (1953) in wichtigen Teilen beschrieben und spater zu
detaillierten elektrophilen Mechanismen ausgearbeitet (Croteau, 1987; Wise und
Croteau, 1999; Cane, 1999b). Der erste Schritt der Mono- und Sesquiterpen-
Biosynthese besteht in der lonisierung des Substrates zu einem enzym-gebundenen
Carbokation unter Abspaltung des Diphosphates. Dieses Kation kann entweder
direkt mit Wasser abreagieren oder isomerisieren, mit den Doppelbindungen intra-
molekulare Cyclisierungsreaktionen eingehen sowie Hydrid-Shifts und Wagner-
Meerwein-Umlagerungen erfahren, bevor es durch Deprotonierung oder Reaktion mit
einem Nucleophil zum Endprodukt wird. Diese Reaktionskaskade aus lonisierung,
Isomerisierung und Cyclisierung erfolgt in nur einem aktiven Zentrum des jeweiligen
Enzymes und ohne das Auftreten freier Intermediate.

Bei den Monoterpensynthasen ermdglicht die Isomerisierung von GPP zu Linalyl-
diphosphat die Drehung an der Bindung von C2 und C3 und somit die Bildung des a-
Terpinylkations (Abb. A-3A) (Croteau, 1987; Wise und Croteau, 1999). Dieses Kation
ist der Ausgangspunkt fir alle cyclischen Monoterpene, die durch die genannten
Reaktionen entstehen (Abb. A-3B). Die Chiralitat der Produkte wird bereits bei der
Bindung des Substrates am Enzym und der dabei vorliegenden Orientierung vorge-
geben. Daraus resultiert die Bildung jeweils nur eines Enantiomers des Intermediates

Linalyldiphosphat, dessen Konfiguration sich in den Folgeschritten auswirkt.
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Die Komplexitat der Reaktion nimmt bei den Sesquiterpensynthasen deutlich zu
(Cane, 1999b). Bereits die erste Cyclisierung von FPP kann zur Bildung vier
unterschiedlicher Carbokationen fuhren (Abb. A-4). Diese Kationen gehen wie das a-

Terpinylkation verschiedenste Reaktionen ein, die entsprechend viele Endprodukte

ergeben.
\
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Abb. A-4: Erster lonisierungsschritt in der Biosynthese der Sesquiterpene (Cane, 1999b).

3.2.6 Struktur der Mono- und Sesquiterpensynthasen

Obwohl aus den intermediaren Carbokationen eine Vielzahl von Produkten entstehen
kann, dirigieren viele Terpensynthasen die Reaktion zu einem sehr spezifischen
Ergebnis. Erklaren lasst sich dies anhand von Kristallstrukturen, die bisher von einer
Monoterpensynthase und vier Sesquiterpensynthasen beschrieben wurden (Lesburg
et al., 1997; Starks et al., 1997; Caruthers et al., 2000; Rynkiewicz et al., 2002;
Whittington et al., 2002). Davon sind lediglich die (+)-Bornyldiphosphatsynthase aus
Salvia officinalis und die 5-epi-Aristolochensynthase aus Tabak pflanzlichen
Ursprungs. Weitere Informationen Uber die Funktionsweise der Enzyme erbrachte
die Analyse von Prenyltransferasen, die diesen strukturell sehr &ahnlich sind
(Christianson, 2006). Die Enzyme bestehen aus zwei Domanen, wobei bei den
pflanzlichen Enzymen lediglich die C-terminale Domane (class [) die Reaktion
katalysiert. Darin bildet das aktive Zentrum jeweils eine hydrophobe Umgebung, die
das hochreaktive Carbokation stabilisiert, zum Teil auch in anti-Markovnikov-
Konfiguration, und vor dem Zugriff durch Nucleophile wie Wasser schutzt
(Whittington et al., 2002; Christianson, 2006). Die raumliche Form des aktiven
Zentrums bestimmt die Struktur der Produkte. Die Aminosauren sind aber kaum aktiv

an der Cyclisierungsreaktion beteiligt. Dagegen spielen beim ersten Schritt der
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Terpensynthese, der lonisierung des Prenylphosphates, zwei Sequenzelemente eine
wichtige Rolle. Das in Terpensynthasen hochkonservierte, aspartatreiche Motiv
DDXXD, koordiniert zwei zweiwertige Metallkationen, meist Mg?* oder auch Mn?".
Das zweite Motiv hat die Sequenz (N,D)D(L,I,V)X(S,T)XXXE und ist flr die Bindung
eines weiteren Metallkations verantwortlich. Dieses Cluster aus drei Kationen steht in
Wechselwirkung mit der Diphosphatgruppe des Substrates bzw. mit dem bereits
eliminierten Diphosphatanion. Dadurch wird zum einen die lonisierung, also die
Bildung des Carbokations durch Koordination des Diphosphates mit den
Metallkationen ermdglicht. Zum anderen andert sich die Struktur des aktiven
Zentrums, sodass erst nach der Bindung des Substrates die Enzymform gebildet
wird, die das Produkt der Reaktion bestimmt.

Zwei weitere Motive finden sich in der N-terminalen Domane (class /l), denen in
pflanzlichen Enzymen jedoch keine klare Bedeutung zukommt (Kélliner et al., 2004;
Christianson, 2006). Die Sequenz RR(X)sW am N-Terminus vieler Terpensynthasen
ist notwendig fur die Aktivitat der Enzyme und verdeckt den Zugang zum aktiven
Zentrum nach Bindung des Substrates. Aullerdem scheint eine Beteiligung der
beiden Arginin-Reste am Isomerisierungsschritt von GPP mdglich zu sein (Williams
et al., 1998). Unbekannt ist die Bedeutung des konservierten Sequenzelementes
LQLYEASFLL, von dem man vor Aufklarung der Kristallstrukturen vermutete, dass
es am aktiven Zentrum beteiligt ist (McGeady and Croteau, 1995).

Wenige Veranderungen in der Sequenz und damit in der Struktur der Enzyme
konnen recht groRe Veranderungen in der Produktspezifitat bewirken. In einer
Sesquiterpensynthase aus Mais kontrollieren zum Beispiel nur vier Aminosauren im

katalytischen Zentrum die Stereoselektivitat des Enzyms (Kollner et al, 2004).

3.3 Phylogenetik der Mono- und Sesquiterpensynthasen

Nachdem die ersten Sequenzen von Terpensynthasen bekannt waren, wie die der
epi-Aristolochensynthase aus Nicotiana tabacum oder der (S)-Limonensynthase aus
Mentha spicata, konnten mit Hilfe molekularbiologischer Methoden sehr viele weitere
Enzyme kloniert werden (Facchini und Chappell, 1992; Colby et al., 1993; Bohlmann
et al.,, 1998a). Aus Geweben wie Drusenhaaren, in denen die Terpene spezifisch
gebildet werden oder in denen durch aulere Einflisse wie Verwundung die
Genexpression von Terpensynthasen induziert wurde, konnten RNA isoliert und

cDNA-Datenbanken generiert werden. Mittels unterschiedlicher Methoden sind
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daraus Transkripte noch unbekannter Enzyme extrahiert worden. Auf diese Weise
wurden die Sequenzen von Terpensynthasen aus sehr vielen unterschiedlichen
Pflanzen bekannt, etwa aus Arabidopsis thaliana (Bohlmann et al., 2000; Chen et al.,
2003 und 2004; Faldt et al., 2003; Tholl et al., 2005), Clarkia breweri (Dudareva et
al., 1996), Abies grandis (Bohlmann et al., 1997, 1998b und 1999), Artemisia annua
(Jia et al., 1999; Mercke et al., 1999; Picaud et al., 2005; Bertea et al., 2006),
Ocimum basilicum (lijima et al., 2004), Salvia officinalis (Wise et al., 1998), Citrus
limon (Lucker et al., 2002), Zea mays (Schnee et al., 2002; Kollner et al., 2004) und
Cichorium intybus (Bouwmeester et al., 2002). Die Produktspezifitaten dieser
Enzyme konnten durch Assays nach heterologer Expression bestimmt werden. Die
Sequenzierung kompletter Genome erlaubte die Identifizierung weiterer
Terpensynthasegene. In Arabidopsis thaliana wurden auf diese Weise 32
Terpensynthasegene annotiert, von denen erst acht biochemisch charakterisiert sind
(Aubourg et al., 2002; Chen et al., 2003).

Unterzieht man die Sequenzen der pflanzlichen Terpensynthasen einer
phylogenetischen Analyse, kristallisieren sich sieben Gruppen ahnlicher und daher
verwandter Enzyme heraus (Abb. B-11) (Bohlmann et al., 1997 und 1998a; Aubourg
et al., 2002; Dudareva et al., 2003; Aharoni et al., 2004; Tholl et al., 2005). Diese
Terpensynthase-Unterfamilien wurden mit TPS-a bis g bezeichnet. In TPS-c und
TPS-e sind Uberwiegend die Terpensynthasen des Primarmetabolismus versammelt,
die wenig verwandt mit den anderen Terpensynthasen und fur die Synthese von
Copalyldiphosphat und Kaurenen verantwortlich sind. Die Mitglieder von TPS-a sind
vor allem Sesquiterpensynthasen des Sekundarmetabolismus der Angiospermen,
wahrend sich unter TPS-b Monoterpensynthasen gruppieren, insbesondere Vertreter
der Lamiaceae. Es sind jedoch auch eine Isoprensynthase und zwei
Sesquiterpensynthasen in dieser Unterfamilie zu finden. TPS-d beinhaltet die Mono-,
Sesqui- und Diterpensynthasen der Gymnospermen. Trotz unterschiedlicher
Produktspezifitaten sind die Sequenzahnlichkeiten innerhalb dieser Familie groler
als zu Enzymen der Angiospermen mit gleicher Funktion. Genauso sind sich
innerhalb der Unterfamilien haufig die Sequenzen einzelner Spezies am ahnlichsten
und nicht einzelner Funktionen. Die Relation zwischen Sequenz und katalysierter
Reaktion ist also bei den Terpensynthasen des Sekundarmetabolismus nur schwach
ausgepragt. Dies wird damit erklart, dass erst in der neueren Zeit durch

Genduplikationen und Mutationen eine Vielzahl verschiedener Enzyme in den
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einzelnen Spezies entstanden ist und geringe Sequenzunterschiede zu einer
anderen Reaktivitat fuhren kdnnen. In der Gruppe TPS-f ist die (S)-Linaloolsynthase
aus Clarkia breweri die bisher einzige Vertreterin, die charakterisiert wurde. Die
Subfamilie TPS-g setzt sich schliel3lich aus den Mono- und Sesquiterpensynthasen
zusammen, die kein RR(X)sW-Motiv enthalten und ausschliel3lich acyclische Terpene
bilden.

Zusatzlich wurden die Terpensynthasen basierend auf ihrer genomischen Struktur
eingeteilt in Klasse | (mit 12 bis 14 Introns), Klasse Il (9 Introns) und Klasse Il (6
Introns) (Trapp und Croteau, 2001). Im Laufe der Evolution nahm die Zahl der Introns
ab, wobei eine komplette Domane mit etwa 200 Aminosauren aus Klasse | wedfiel.
Kombiniert man diese genomische mit der oben beschriebenen, phylogenetischen
Klassifizierung, so gehodren die Enzyme der Familien TPS-c, -e und —f der Klasse |
an, die aus TPS-a, -b und -g der Klasse Ill (Aubourg et al., 2002). Die

Gymnospermen-Terpensynthasen (TPS-d) sind Enzyme der Klasse | oder Il.

3.4 Funktionen der Mono- und Sesquiterpene

Die Anreicherung von Mono- und Sesquiterpenen in betrachtlichen Mengen
(> 0,01 % im Frischgewicht) wurde in einigen 100 Pflanzenfamilien nachgewiesen,
und ihre Synthese scheint zumindest in Spuren in allen Pflanzen abzulaufen (Wise
und Croteau, 1999). Entgegen der frUheren Annahme, dass sie als
Sekundarmetabolite keine wesentlichen Funktionen einnehmen, wachsen die
Erkenntnisse, dass sie in d6kologische Prozesse eingebunden sind (Harborne, 1991;
Baldwin et al., 2006). Sie dienen als Lockstoffe fur bestaubende oder
samenverbreitende Tiere, wirken gegen Pathogene und Herbivore und als
allelopathische Substanzen (Wise und Croteau, 1999; Pichersky und Gershenzon,
2002). Die am haufigsten beschriebene Funktion ist die der Abwehr (Harborne, 1991;
Kessler und Baldwin, 2002). Die Bildung der Substanzen wird oft durch Angriff und
Verwundung beziehungsweise durch Signalmolekuile induziert. Die Terpene wirken
entweder toxisch flr die Spezies, die die Pflanze bedrohen, und werden daher
gemieden, oder sie wirken als Lockmittel fir Rauber, die wiederum gegen die
Fraldfeinde vorgehen. Besonders gut untersucht sind die Funktionen der Terpene
und die Abhangigkeit ihrer Bildung in Coniferen (Keeling und Bohlmann, 2006). Das
Harz der Baume enthalt groRe Mengen an Mono- und Diterpenen und wird

insbesondere als Reaktion auf Verwundung gebildet. Die Substanzen wirken zum
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Teil giftig auf Borkenkafer und desinfizieren und verschlielen die Wunde. Allerdings
nutzen einige Feinde die Terpene, um daraus Pheromone zu synthetisieren, die
weitere Insekten anlocken und den Befall verstarken. Eine dkologische Funktion von
Terpenen hinisichtlich der indirekten Abwehr von Feinden wurde bei Mais
beschrieben (Rasmann et al., 2005). Eine Sesquiterpensynthase, die durch den
Befall mit Insektenlarven induziert wird, bildet (E)-p-Caryophyllen. Durch diese
Verbindung werden bestimmte Nematoden unterirdisch angelockt, die wiederum die
Larven infiltrieren. Ganz ahnlich wirkt eine weitere Sesquiterpensynthase aus der
gleichen Pflanze, die ebenfalls nach Schadigung durch Insektenlarven induziert wird
und (E)-B-Farnesen und trans-a-Bergamoten bildet. Diese locken Wespen an, die
ihre Eier in die Larven legen (Schnee et al., 2006).

Neben diesen sekundaren Eigenschaften wurden den Mono- und Sesquiterpenen
aber zum Teil auch primare Funktionen zugeordnet (D’Auria und Gershenzon, 2005).
Die Monoterpene der Steineiche (Quercus ilex) sind beispielsweise wirksam gegen
reaktive Sauerstoffspezies, die als schadliche Nebenprodukte des Stoffwechsels

entstehen.

3.5 Terpene in der Erdbeere

Das Aroma der Erdbeere wird wesentlich von DMHF (2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-
furanon) und DMMF (2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanon) gepragt. Sowohl in
kultivierten Erdbeeren (Fragaria x ananassa) als auch in der Wilderdbeere (Fragaria
vesca) haben diese beiden Furanone den groRten Aromawert, der sich aus
Konzentration und Geruchsschwellenwert der Komponenten berechnet (Ulrich et al.
1997). Ester wie Ethylbutanoat spielen ebenfalls eine grol3e Rolle fur den typischen
Geruch der Frichte.

Daneben sind auch Terpene als Aromastoffe der Erdbeere identifiziert worden. In
den Frichten der Kkultivierten Erdbeere kommt insbesondere Linalool vor, in
geringeren Mengen auch Nerolidol (Gomes da Silva und Chaves das Neves, 1999;
Aharoni et al., 2004). Die Blatter enthalten ebenfalls Linalool als Hauptterpen, aber
auch a-Terpineol, Ocimen, Germacren und a-Farnesen (Hamilton-Kemp et al., 1988
und 1989). Das Enantiomerenverhaltnis des Linalools im Blatt unterscheidet sich
deutlich von dem in den Frichten. In letzteren liegt fast enantiomerenreines (S)-
Linalool vor, in den Blattern dagegen zu etwa 60 % (R)-Linalool. (Aharoni et al.,
2004; Hampel et al.,, 2006). In Wilderdbeeren betragt dieser Anteil des (R)-

Enantiomers in den Blattern fast 100 %. Dort kommt Linalool nur in den Blattern vor,
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nicht aber in den Frichten, in denen nur die Terpene a-Pinen, Sabinen und
B—Myrcen nachgewiesen wurden.

Einen wesentlichen Beitrag zum Verstandnis der Biosynthese von Linalool in der
Erdbeere lieferte die Klonierung einer Linalool-/Nerolidol-Synthase aus der Frucht
von Fragaria x ananassa (FaNES1) (Aharoni et al., 2004). Die heterologe Expression
zeigte, dass sie die Bildung von (S)-Linalool aus GPP und (3S)-(E)-Nerolidol aus
FPP katalysiert. Eine Besonderheit stellt die Sequenz des Enzyms dar, in der kein
RR(X)sW-Motiv und kein Signalpeptid enthalten sind. Durch Mutation ist zwischen
dem eigentlichen Translationsstart (Met1) und dem zweiten Methionin (Met2) ein
Stopp-Codon entstanden, wodurch FaNES1 als verkurztes Enzym ab Met2
exprimiert wird. Es existieren aber sowohl in der Wild- als auch in der kultivierten
Erdbeere Transkripte, die das Stoppcodon nicht enthalten (FaNES2 und FvNES).
Dementsprechend finden sich in deren Sequenz auch ein Signalpeptid und eine dem
RR(X)sW-Motiv sehr ahnliche Sequenz (RR(X)sP) zwischen Met1 und Met2. Da die
Autoren nur die Chiralitat der Produkte von FaNES1, nicht jedoch von FaNES2 oder
FVNES bestimmt haben, ist denkbar, dass diese aufgrund lhrer verlangerten
Sequenz (R)-Linalool synthetisieren. Dabei kénnte die N-terminale Konsensus-
sequenz (RR(X)sP) fur die Chiralitat von Bedeutung sein. Zwar ist die Funktion dieser
Sequenz nicht bekannt, sie ist aber in vielen Terpensynthasen obligatorisch fur die
Funktionalitat, da sie Einfluss auf die raumliche Gestalt des aktiven Zentrums hat
(Williams et al., 1998; Kollner et al., 2004). Hinzu kommt eine Korrelation zwischen
den FaNES-Expressionsmustern und den Linalool-Enantiomerenverhaltnissen. In
Frachten der kultivierten Erdbeere wird FaNES1 stark exprimiert und es entsteht
ganz Uberwiegend (S)-Linalool, wahrend FaNES2 kaum exprimiert wird und nur sehr
wenig (R)-Linalool vorliegt. Ahnlich verhalt es sich in den Blattern, in denen FaNES1
und FaNES2 gleich niedrig exprimiert sind und etwa gleich hohe Mengen (R)- und
(S)-Linalool vorkommen. In der Wilderdbeere wiederum ist kein verkurztes Transkript
bekannt, das zu FaNES1 homolog ware, sondern nur das vollstandige FVNES, das
FaNES?2 entspricht. Die FVNES-Expression korreliert somit mit der Bildung des (R)-
Enantiomers von Linalool (Aharoni et al., 2004; Hampel et al., 2006). Diese
Uberlegungen dienten als Ansatzpunkte, um die Herkunft des (R)-Linalools zu

erklaren.
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3.6 Terpene in Lavendel (Lavandula angustifolia)

Lavandula angustifolia, der (Echte) Lavendel, gehort zur botanischen Familie
Lamiaceae (Lippenblitler), deren Mitglieder meist reich an etherischen Olen sind.
Aus diesem Grund sind drei von etwa 30 Arten der Gattung Lavandula von
wirtschaftlicher Bedeutung: Der genannte Echte Lavendel, der breitblattrige Lavendel
(L. latifolia) und der hybride Lavandin-Lavendel (L. angustifolia x L. latifolia)
(McNaughton, 2000; Segura und Calvo, 1991). Aus den Bluten dieser Arten wird das
etherische Ol gewonnen, wobei L. angustifolia das hochwertigste hervorbringt (Bown,
2005). Der Name der Pflanzengattung stammt vom lateinischen lavare fir ,waschen®
ab und verweist auf die bereits seit dem Altertum Ubliche Verwendung in Seifen,
Waschmitteln und Parfums. Lavendeldl wird aber auch in Lebensmitteln wie
Getranken, SuR- und Backwaren zur Aromatisierung eingesetzt (Kim und Lee, 2002).
Dartber hinaus gilt Lavendel als Heilkraut, das zahlreiche physiologische,
insbesondere sedative Wirkungen aufweist (Basch et al., 2004).

Wie bei anderen Vertretern der Lamiaceae werden die Terpene des etherischen Ols
in hochspezialisierten Zellen, den Drisenhaaren gebildet und akkumuliert (Abb. A-5)
(Richter, 1996; Wise und Croteau, 1999; Svoboda et al., 2001). Diese sekretorischen
Strukturen befinden sich in gro3er Zahl an den Bllitenkelchen, aber auch auf den
Oberflachen von Blattern und Stangeln. Die Inhaltsstoffe des Lavendeldls sind
mehrfach beschrieben worden (Lawrence, 1993 und 1994; Shellie et al., 2000 und
2002; Kim und Lee, 2002; Fakhari et al., 2005; Jung et al., 2005). Das Ol setzt sich
uberwiegend aus Monoterpenen und zu einem geringeren Teil aus Sesquiterpenen
zusammen, wobei die berichteten Gehalte aufgrund naturlicher Unterschiede wie
Lavendel-Sorte oder Kultivierung der Pflanze sowie verschiedener Extraktions-
methoden stark schwanken. Ubereinstimmend sind sehr hohe Gehalte an Linalool
und Linalylacetat (jeweils zwischen 15 und 45 %) kennzeichnend fir Lavendeldl. Als
weitere charakteristische Inhaltsstoffe wurden Limonen, 1,8-Cineol, Campher,
Terpinen-4-ol, Lavandulylacetat, Lavandulol und a-Terpineol identifiziert. Das
Enantiomerenverhaltnis von Linalool und des Acetats gilt als Reinheitskriterium des
haufig verfalschten Lavendeldls. In natirlichem Ol tritt Linalool zu tber 94 % als (R)-

Enantiomer auf, Linalylacetat zu Uber 99 % (Lawrence, 1993).
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Abb. A-5: Elektronenmikroskopische Aufnahme der unteren Blattseite von Lavandula
angustifolia. Drisenhaare sind umgeben von nicht-sekretorischen Trichomhaaren
(Svoboda et al., 2001).

3.7 Metabolic Engineering von Terpenen

Viele Terpene sind von kommerziellem Interesse, da sie in Lebensmitteln,
Kosmetika, Parfums und Reinigungsmitteln als Aromastoffe verwendet werden und
Bestandteile von Pharmazeutika sind. Zudem dbernehmen sie in Pflanzen
Okologische Funktionen und konnen zum Beispiel die Resistenz gegenuber
Schadlingen erhéhen (Kap. 3.4). Daher werden Anstrengungen unternommen, die
Terpenbiosynthese in Pflanzen durch metabolic engineering zu beeinflussen
(Aharoni et al., 2005 und 2006). Auf diese Weise koénnen die Pflanzen etwa
hinsichtlich ihres Aromaprofils oder des Gehaltes an etherischem Ol verandert
werden, um daraus unter Umstanden einen 6konomischen und 6kologischen Nutzen
zu ziehen. Zudem koénnte man auch einzelne bedeutende Terpene in Pflanzen
produzieren und gewinnen. Gegenuber mikrobiellen Systemen hat dies den Vorteil,
dass Pflanzen einen hoher entwickelten Biosyntheseapparat besitzen und die
bendtigte Energie durch kostenglinstige Photosynthese gewinnen (Bouwmeester,
2006). AuRerdem kdnnen durch metabolic engineering weitere Erkenntnisse Uber die
Terpenbiosynthese und ihre Okologische Rolle gewonnen werden. Eine wichtige
Voraussetzung fiir die gezielte Anderung des Terpenprofils ist die Kenntnis der
Gene, die die in der Biosynthese entscheidenden Enzyme codieren (Mahmoud und
Croteau, 2002; Dixon, 2005). In einigen Pflanzen gelang bereits die Manipulation des

Terpenstoffwechsels. So wurde die (S)-Linaloolsynthase aus Clarkia breweri in der
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Tomate und Petunia hybrida exprimiert und drei Monoterpensynthasen aus Citrus
limon in Tabakpflanzen (Lewinsohn et al., 2001; Luacker et al., 2001 und 2004). Die
spezifische Beeinflussung der zwei getrennten Biosynthesewege in Plastiden und im
Cytosol verspricht zudem Erfolg in der Produktion grélRerer Mengen einzelner
Terpene (Wu et al., 2006).
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4 Acyltransferasen

4.1 Uberblick iiber die Acyltransferasen

Acyltransferasen (EC 2.3.1.x) katalysieren die Ubertragung von Acylgruppen auf eine
grolde Zahl von Verbindungen. Das Spektrum der moglichen Donorsubstrate umfasst
Coenzym A-Ester, Acylglucoside, acylierte ACPs (Acyl Carrier Proteins) und
Chinasaureester, wahrend Akzeptorsubstrate Verbindungen sind, in denen Hydroxy-,
Thiol- oder Aminogruppen, aber auch C-Atome acyliert werden konnen (St. Pierre
und De Luca, 2000). Dementsprechend sind Acyltransferasen an sehr vielen
wichtigen Stoffwechselwegen beteiligt und ibernehmen entscheidende Aufgaben im
Organismus. Dazu gehoéren die Lipid- und Proteinbiosynthese ebenso wie
detoxifizierende Reaktionen und die Regulation der Genexpression durch
Acetylierung von Histonen.

Im sekundaren Metabolismus der Pflanzen stehen vor allem die Synthese bzw.
Modifizierung von Anthocyanen, Flavonoiden, Pflanzenabwehrstoffen (Phyto-
alexinen), Terpenen und kurzkettigen Alkoholen im Vordergrund. Von den
zahlreichen unterschiedlichen Acyltransferasen bilden die sogenannten Serin-
Carboxypeptidase-ahnlichen Acyltransferasen und die BAHD-Acyltransferasen die
zwei groBten Gruppen. Erstere verwenden als Donorsubstrate Zuckerester
(Acylglucoside), wie sie auch von FaGT2 (Kap. A.2.4) synthetisiert werden
(Milkowski und Strack, 2004). Die zweite Gruppe, die BAHD-Acyltransferasen,

setzen CoA-Ester um und werden im Folgenden naher beschrieben.

4.2 Gemeinsame Eigenschaften der BAHD-Acyltransferasen

Die Superfamilie der BAHD-Acyltransferasen ist nach den Anfangsbuchstaben der
ersten vier Mitglieder benannt, deren Gen- beziehungsweise Aminosauresequenz
vollstandig bekannt und die zugleich biochemisch charakterisiert waren (St. Pierre
und De Luca, 2000). Es handelt sich dabei um die Enzyme CbBEAT, AHCT,
DcHCBT und CrDAT. Die Benzylalkohol-O-Acetyltransferase (CbBEAT) erzeugt den
Aromastoff Benzylacetat in den Bluten von Clarkia breweri, wahrend die
Deacetylvindolin-4-O-Acetyltransferase (CrDAT) flr die letzte Stufe in der
Biosynthese von Vindolin, dem Hauptalkaloid aus Catharanthus roseus
verantwortlich ist (Dudareva et al., 1998; St. Pierre et al., 1998). Beiden Enzymen
dient also Acetyl-CoA als Donorsubstrat, mit dem eine Hydroxygruppe acetyliert wird.
Die  Anthranilat-N-Hydroxycinnamoyl/Benzoyltransferase = (DcHCBT) dagegen
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Ubertragt aktivierte, aromatische Acylreste auf Aminogruppen (Yang et al., 1997).
Das Enzym wurde aus der Nelke (Dianthus caryophyllus) kloniert, in der es
Anthramide bildet, eine Klasse von Phytoalexinen. Bei AHCT schliefl3lich handelt es
sich um eine Gruppe von analogen Anthocyan-O-Hydroxycinnamoyltransferasen aus
verschiedenen Pflanzen (St. Pierre und De Luca, 2000). Darunter ist eine spezifisch
in BlUtenblattern von Gentiana ftriflora exprimierte Acyltransferase (Gt5AT), die
ebenfalls Hydroxyzimtsduren Ubertragt, in diesem Fall jedoch auf die an C5
gebundenen Glucosemolekule von 3,5-diglucosidischen Anthocyanen (Fujiwara et
al., 1998).

Insgesamt sind bis heute die Sequenzen und Funktionen von 46 verschiedenen
BAHD-Acyltransferasen bekannt (D’Auria, 2006). Auf’erdem sind zahlreiche andere
Acyltransferasen beschrieben worden, die durch klassische Aufreinigung aus
Proteinextrakten gewonnen und biochemisch charakterisiert wurden. Zum Beispiel
katalysieren Flavonol-3-O-Glycosid-Hydroxycinnamoyltransferasen die Bildung
wichtiger Pigmente zum Schutz vor UV-B-Strahlung in Pinus silvestris (Kaffarnik et
al., 2005). Allerdings ist deren Aminosauresequenz unbekannt und eine Einordnung
in die Klassen der BAHD-Familie, die auf Sequenzahnlichkeiten beruht, nicht
moglich. Die Sequenzen, die durchschnittlich 445 Aminosauren lang sind
(entsprechend Molekulargewichten von 48 bis 55 kDA), enthalten einige
charakteristische konservierte Motive (D’Auria, 2006). Die erst kurzlich gelungene
Kristallstrukturanalyse einer BAHD-Acyltransferase, der Vinorin-Synthase aus
Rauvolfia serpentina, konnte wesentlich dazu beitragen, die Funktionen dieser
Regionen aufzuklaren (Ma et al., 2005). Das erste Motiv hat die Aminosauren-Folge
HXXXD und befindet sich im aktiven Zentrum des Enzyms. Darin wirkt das Histidin
bei der Katalyse als Base und deprotoniert zunachst die Hydroxygruppe des
Akzeptorsubstrates (Abb. A-6). Dadurch wird ein nucleophiler Angriff auf das
Carbonyl-Kohlenstoffatom des Acyl-CoAs ermdglicht, wobei sich ein tetraedrisches
Intermediat mit dem Akzeptorsubstrat bildet. AnschlieRend wird das Proton auf die
Thiolfunktion der CoA-Gruppe Ubertragen, sodass freies CoA und der Ester
entstehen. Die Asparaginsaure ist dagegen nicht an der Reaktion beteiligt, sondern
stabilisiert vermutlich die Geometrie des aktiven Zentrums. Ein zweites
hochkonserviertes und charakteristisches Motiv der BAHD-Enzyme hat die Sequenz
DFGWG und befindet sich in der Nahe des C-Terminus. Mutationsversuche hatten

gezeigt, dass der Austausch von Asparagin zu einer erheblichen Verminderung oder
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zum Verlust der Aktivitat fuhrte (Suzuki et al.,, 2003, Bayer et al., 2004). Die
Untersuchung der Kristallstruktur ergab, dass das Motiv weit vom aktiven Zentrum
entfernt liegt und wahrscheinlich nicht direkt an der Katalyse beteiligt ist, sondern die
tertiare Struktur des Enzyms entscheidend formt (Ma et al., 2005). Ein drittes Motiv
ist weniger stark konserviert und setzt sich aus den 13 Aminosauren
LSXTLXXXYXXXG zusammen (Aharoni et al., 2000). Uber die Funktion dieser
Konensussequenz ist bisher nichts bekannt.

17-Deacetylvinorin Tetraedrisches Intermediat Vinorin

Abb. A-6: Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus im aktiven Zentrum der BAHD-
Acyltransferasen am Beispiel der Vinorinsynthase. Das konservierte Histidin ist an der
Ubertragung der Acetylgruppe maRgeblich beteiligt (Ma et al., 2005).

4.3 Klassifizierung der BAHD-Acyltransferasen

Die BAHD-Acyltransferasen koénnen basierend auf der Sequenzhomologie weiter
eingeteilt werden. Die 46 Acyltransferasen, von denen bisher sowohl Sequenzen als
auch Funktionen bekannt sind, bilden in Protein-Alignments 5 Klassen (I bis V in
Abb. B-26; Klasse VI enthalt nicht charakterisierte Sequenzen) (D’Auria, 2006).

In Klasse | gruppieren sich Enzyme, die phenolische Glucoside verestern. Die
haufigsten Akzeptorsubstrate sind Anthocyane, deren Zuckergruppen mit Hilfe von
aliphatischen und aromatischen CoA-Estern modifiziert werden (Nakayama et al.,
2003).

In Klasse Il sind derzeit nur zwei Acyltransferasen eingeordnet, die jedoch nicht
biochemisch charakterisiert wurden, sondern denen nur durch Untersuchung von
Knock-Out-Pflanzen eine Funktion zugeordnet wurde. Es handelt sich um zwei
Enzyme, die fur die Kettenverlangerung bei der Synthese der epicuticularen Wachse
zustandig sind (St. Pierre und De Luca, 2000; Tacke et al., 1995; Xia et al., 1996).
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Moglicherweise sind sie die grundlegenden Vertreter der BAHD-Superfamilie
(Stewart et al., 2005).

Klasse lll enthalt eine recht heterogene Gruppe von Acyltransferasen, die aber
uberwiegend Acetyl-CoA als Donor-Substrat bevorzugen. Die Klasse kann in zwei
Untergruppen eingeteilt werden. Zur ersten Gruppe gehéren Enzyme, die die
flichtigen Ester in Bluten und Fruchten produzieren. Zum Beispiel sind die
Alkoholacyltransferasen aus der Erdbeere (FaSAAT) und Rose (RhAAT) wenig
substratspezifisch in Bezug auf den Akzeptor-Alkohol und bilden eine Vielzahl von
acetylierten Verbindungen (Aharoni et al., 2000, Shalit et al., 2003). Eine zweite
Untergruppe ist an der Biosynthese von Alkaloiden beteiligt wie die in Kapitel A.4.2
erwahnte CrDAT (St. Pierre et al., 1998).

Klasse IV enthalt bisher nur einen Vertreter, die Agmatin-N-Hydroxycinnamoyl-
transferase aus Gerste (Hordeum vulgare), deren Aktivitat entscheidend fur die
Bildung des Pflanzenabwehrstoffes Hordatin ist (Burhenne et al., 2003). Das Enzym
akzeptiert verschiedene Hydroxycinnamoyl-CoAs, ist aber spezifisch fur das
Akzeptorsubstrat Agmatin. Es wurden allerdings nur zwei weitere Substrate getestet.
In Klasse V kann man erneut mehrere Unterklassen definieren. Die erste enthalt
ausschlieBlich Enzyme aus Eiben-Arten (Taxus), die an der Biosynthese von
Paclitaxel beteiligt sind, das auch unter dem Namen Taxol als Chemotherapeutikum
bekannt ist. Eine zweite Untergruppe katalysiert Uberwiegend die Bildung flichtiger
Aromakomponenten. Dazu zahlt beispielsweise die Benzoyl-CoA:Benzylalkohol/
Phenylethanol-Benzoyltransferase aus Blliten von Petunia hybrida (Boatright et al.,
2004). In einer dritten Untergruppe kann eine Reihe von Enzymen zusammengefasst
werden, die aromatische CoAs akzeptieren. So Ubertragt die NtHCT aus Tabak
(Nicotiana tabacum) Hydroxyzimtsaurereste auf Shikimat und Chinat, eine Reaktion,
die fUr die Ligninbiosynthese von groRer Bedeutung ist (Hoffmann et al., 2003 und
2004). Auch die Acyltransferase DcHCBT, die zuvor beschrieben wurde (Kap. A.4.2),
gehdrt in diese Kategorie.

Aus Sequenzhomologien ergeben sich also ahnliche Reaktivitaten, sodass eine
gewisse Aussage zwischen Klassenzugehorigkeit und Funktion gemacht werden
kann. Dies erlaubt die Einordnung von neuen Acyltransferasen, von denen nur
Sequenzen bekannt sind, und ermdglicht eine Vorhersage, welche Substrate diese
Enzyme umsetzen koénnten. Allerdings zeigten sehr viele Enzyme eine recht

schwache Spezifitdt sowohl hinsichtlich Akzeptor- als auch Donorsubstrat. Daher ist
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ohne ausfuhrliche biochemische oder genetische Charakterisierung keine

befriedigende Aussage Uber die Funktion maglich.
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5 Problemstellung
Ziel dieser Arbeit war es, neue Erkenntnisse Uber Enzyme des

Sekundarstoffwechsels in der kultivierten und wilden Erdbeere (Fragaria x ananassa
und Fragaria vesca) und in Lavendel (Lavandula angustifolia) zu gewinnen. Drei
Enzymfamilien waren dabei Gegenstand der Untersuchungen: Glucosyltransferasen,

Terpensynthasen und Acyltransferasen.

In einer friheren Arbeit konnte bereits die Fragaria x ananassa Glucosyltransferase 2
(FaGT2) teilweise charakterisiert werden (Lunkenbein et al., 2006a) (Kap. A.2.4). Es
wurde nachgewiesen, dass dieses Enzym in der Erdbeerfrucht Zimtsaure- und
p-Cumarsaure glucosyliert. Die niedrige Substratspezifitat, die FaGT2 in vitro
entwickelte, und die Induktion durch oxidativen Stress legten jedoch nahe, dass das
Enzym auch an der Glucosylierung von Fremdstoffen beteiligt sein konnte. Daher
sollte in einem erweiterten Substratscreening geklart werden, welche strukturellen
Voraussetzungen ein Substrat flr die Glycosylierung durch FaGT2 erfullen muss und

inwieweit auch Xenobiotika akzeptiert werden.

Ein wichtiger Aromastoff der Erdbeerfrucht ist (S)-Linalool. Wahrend die Bildung
dieses Monoterpens in der Frucht bereits aufgeklart wurde, ist die Entstehung von
(R)-Linalool, das insbesondere in den Blattern von Fragaria x ananassa und Fragaria
vesca vorkommt, unklar (Aharoni et al., 2004) (Kap. A.3.5). Um mehr Uber den
Terpenstoffwechsel in der Erdbeere zu erfahren, wurde versucht, eine (R)-

Linaloolsynthase aus Erdbeerblattern zu klonieren und zu charakterisieren.

Das wirtschaftlich bedeutende etherische Ol von Lavandula angustifolia enthalt eine
grol3e Zahl unterschiedlicher Mono- und Sesquiterpene (Kap. A.3.6). Im Gegensatz
zu anderen aromatischen Pflanzen sind bisher keine Enzyme beschrieben, die fur
die Bildung dieser Inhaltsstoffe in Lavendel verantwortlich sind. Die Kenntnis der
verantwortlichen Gene ist die Grundvoraussetzung fir die gezielte Steuerung des
Aromaprofils von Lavendel durch metabolic engineering (Kap. A.3.7). Daher sollten
durch molekularbiologische Techniken Terpensynthasen aus dieser Pflanze kloniert
werden, um sie anschlieBend heterolog zu exprimieren und biochemisch zu

charakterisieren.
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Einige Terpene des Lavendeldls sind durch Acylierung modifiziert, etwa das durch
seinen hohen Anteil bedeutsame Linalylacetat. Die Biosynthese acylierter
Verbindungen wird von Acyltransferasen katalysiert (Kap. A.4). Die Sequenz-
homologien dieser Enzyme sollten in einer molekularbiologischen Strategie
ausgenutzt werden, um Transkripte von Acyltransferasen aus Lavandula angustifolia
zu klonieren. AnschlieBend sollten die korrespondierenden Enzyme heterolog

exprimiert werden, um die von ihnen katalysierten Reaktionen zu untersuchen.
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B Ergebnisse und Diskussion

1 Erweiterte Charakterisierung von FaGT2
Die in der Erdbeerfrucht reifekorreliert exprimierte Glucosyltransferase FaGT2 war in

einer fruheren Arbeit bereits teilweise charakterisiert worden (Kap. A.2.4)
(Lunkenbein et al., 2006a). Zur erweiterten Charakterisierung wurde das Enzym
heterolog exprimiert und in Assays mit zum Teil radioaktiv markierter UDP-Glucose
als Donator und mit einem zweiten Substrat als Akzeptor umgesetzt. Die gebildeten
Produkte sind aus dem Reaktionsansatz mit n-Butanol extrahiert und mit Hilfe eines
Szintillationszahlers quantifiziert worden. Zunachst wurde die Abhangigkeit vom
Cofaktor Magnesium bestimmt. AnschlieRend wurde FaGT2 mit bisher nicht
getesteten, natlrlichen und unnatirlichen Substraten umgesetzt. Dabei sollte
ermittelt werden, welche strukturellen Eigenschaften die enzymatische Reaktion

begunstigen und welche biologische Rolle die breite Substratspezifitat spielt.

1.1 Expression und Aufreinigung von FaGT2

Das Enzym wurde in Escherichia coli mit einem His-Tag exprimiert. Dies erlaubte die
Aufreinigung von FaGT2 aus dem Rohproteinextrakt mittels Affinitatschromato-
graphie, bei der der His-Tag mit matrixgebundenem Co?* chelatiert wird. Nach der
Elution wurde das Protein mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Reinheit betrug etwa
90 % (Abb.B-1). Die GroRe des Zielproteins stimmte mit ca. 65 kDa mit der
berechneten GroRe uberein. Der Enzymextrakt enthielt einige Verunreinigungen, die
aus den Bakterien stammten und auch in Eluaten zu sehen waren, die aus Zellen mit

dem leeren Expressionsplasmid gewonnen wurden.

1.2 Abhangigkeit von Magnesiumkationen

In ersten Enzymassays wurde zur Kontrolle der enzymatischen Aktivitat Zimtsaure
mit UDP-Glucose umgesetzt. Diese lieferten deutlich niedrigere Ausbeuten an
Zimtsaure-Glucoseester, als die von Lunkenbein und Mitarbeitern (2006a)
beschriebenen. Moglicherweise entfernte das hier verwendete, verbesserte
Aufreinigungsprotokoll Salze effektiver aus der Proteinlésung und fuhrte so zu einer

Aktivitatsabnahme. Bei Zugabe von MgCI, in Konzentrationen zwischen 0,1 und
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Abb. B-1: SDS-PAGE von FaGT2-Proteinlosungen nach der Aufreinigung von Expressions-
kulturen mittels Affinitdtschromatographie. Aufgetragen wurden die aufgereinigten
Extrakte von Zellen mit leerem Expressionsvektor (A), von Zellen mit FaGT2 (B),
sowie der GroRRenstandard in kDa (C).
200 mM wurde eine starke Abhangigkeit der Glucosylierungsrate beobachtet, die ihr
Maximum bei 25-50 mM hatte (Abb. B-2). Daher wurden die folgenden Assays stets
bei einer Konzentration von 50 mM Mg2+ durchgefuhrt. Viele in der Literatur
beschriebene pflanzliche Glucosyltransferasen wurden durch zweiwertige Kationen,
vor allem Mg2+ aktiviert (Taguchi et al., 2000; Jackson et al., 2001; Hefner et al.,
2002). Allerdings testeten die Autoren nur jeweils eine Konzentration aus einem
vergleichsweise niedrigen Bereich (1-10 mM). Die Aktivitat erhdhte sich dadurch um
12-68 %. Das Kation fungiert vermutlich im aktiven Zentrum des Enzyms als
Koordinator zwischen der UDP-Glucose und der Carboxygruppe einer Aminosaure
(Charnock et al., 2001).
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Abb. B-2: Relative Aktivitat von FaGT2 in Abhangigkeit von der M92+-Konzentration.
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1.3  Strukturelle Vielfalt der Substrate von FaGT2

Um die strukturellen Eigenschaften weiter aufzuklaren, die fur die Aktivitat mit FaGT2
notig sind, wurden Verbindungen, die den bereits bekannten Substraten (Kap. A.2.4)
ahnlich waren, zunachst in einem Screening getestet. Dabei wurden jeweils gleiche
Substratkonzentrationen in vitro mit der partiell aufgereinigten Glucosyltransferase
umgesetzt und die Aktivitat relativ zu Zimtsaure berechnet (Tab. B-1). Fur alle
Substrate, die dabei mehr als 5 % relative Aktivitat aufwiesen, wurde eine kinetische
Analyse durchgefuhrt. Dazu wurden Assays mit sechs unterschiedlichen
Akzeptorkonzentrationen gemessen und nach der Michaelis-Menten-Gleichung
ausgewertet (Abb. B-3). Auf diese Weise konnten die Substrate hinsichtlich der bio-
chemischen Parameter Substrataffinitdt (Kn), maximale Reaktionsgeschwindigkeit

(Vmax) und katalytische Effizienz (kca/Km) verglichen werden.
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Abb. B-3: Michaelis-Menten-Diagramm der Enzymkinetik von FaGT2 mit (E)-3-(2-Furyl-)acryl-

saure. Es wurde die Geschwindigkeit V fir 6 verschiedene Substratkonzentrationen
(0,02 bis 4 mM) bei 5 mM UDP-Glucose je zweimal bestimmt und durch hyperbolische
Regression ausgewertet. Die Kennzahlen K, und V./2 sind aus dem Diagramm
ersichtlich.

Die Identitat der gebildeten Verbindungen wurde bestatigt, indem Assays mit unmar-
kierter UDP-Glucose durchgefuhrt und mittels HPLC-ESI-MS/MS analysiert wurden
(Abb. B-4 und Tab. B-2). Gegenuber entsprechenden Blindproben zeigten die UV-

und lonenchromatogramme die Entstehung der Produkte an. Aufgrund der hdheren
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Polaritat der glucosidischen Verbindungen ist deren Retentionszeit generell kirzer

als die der Aglycone mit Ausnahme von Nicotinsaure, die unter den chromatographi-

schen Bedingungen nicht retentiert wurde. Bei den meisten Glucoseestern und
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B-4: HPLC-ESI-MS/MS-Analyse von Inkubationen der FaGT2 mit 2,4,5-Trichlorphenol

(TCP). Im Totalionenchromatogramm eines Enzymassays von FaGT2 mit TCP sind
die Signale von Ausgangsprodukt und Glucosid zu sehen (A). Das Massen-
chromatogramm (m/z 403+405) des glucosidischen Extraktes aus einer Erdbeere, die
mit TCP behandelt wurde, bestatigt die Bildung in planta (B). Im Full-Scan-
Massenspektrum von TCP-Glucosid ist das Isotopenmuster, das auf die Cl-Atome im
TCP-Molekul zurtckzufuhren ist, deutlich erkennbar (C). Aufgrund der schwachen
glucosidischen Bindung entsteht durch den lonisierungsprozess das Fragment [M—
Glc-H]". Das Produktionenspektrum von TCP-Glucosid-Ameisensaure-Addukt
[M+HCOO] (m/z 403) zeigt das Pseudomolekilion [M—H]™ und das um eine Glucose-
Einheit verringerte Fragment [M—-Glc-H]™ (D).
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Glucosiden erwies sich negative lonisierung als erfolgreich und resultierte in der Bil-
dung der einfach deprotonierten lonen [M—-H]" und der Addukte [M+CI]” und
[M+HCOQO] . Lediglich Nicotinsaure, Crotonsaure und 2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-
furanon (DMHF) erzielten hdhere lonenausbeuten im postiven Modus und wurden
als [M+H]" und [M+Na]" detektiert. Aufgrund der relativ schwachen glucosidischen
bzw. Ester-Bindung wurden die Produkte zum Teil bereits bei der lonisierung frag-
mentiert und im Full-Scan-Modus als [M-Glc-H]™ nachgewiesen. In allen Fallen wur-
den aber die primar gebildeten lonen auch in MS/MS-Experimenten untersucht. Die
dabei gewonnenen Massenspektren zeigten jeweils den Verlust einer Glucose-Ein-
heit und bestatigten somit die Identitat der glucosidischen Verbindungen (Abb. B-4).
Zimtsaure, ein naturliches Substrat der FaGT2, wies einen Ky-Wert von 0,73 mM,
einen Vpa-Wert von 6,43 nkat/mg und einen kea/Km-Wert von 0,572 1/(s mM) auf.
4-Chlor-Zimtsaure ist dieser Referenzverbindung strukturell sehr ahnlich, ist aber mit
einem elektronegativen Chlor-Atom substituiert. Diese Veranderung bewirkte, dass
die Substrataffinitat etwas anstieg (Kn=0,58 mM), die maximale Reaktionsgeschwin-
digkeit jedoch stark abnahm (Vmax=3,23 nkat/mg).

In friheren Versuchen war gezeigt worden, dass FaGT2 Benzoesaure und deren
Derivate glucosyliert, wenn diese in m- und p-Position substituiert sind. In den hier
durchgefuhrten Assays wurde jedoch auch die o-substituierte Anthranilsaure
(o-Aminobenzoesaure) mit niedriger katalytischer Effizienz (0,035 1/(s mM))
umgesetzt. Sterische Effekte zwischen Amino- und Sauregruppe verringerten
wahrscheinlich die Aktivitat, inhibierten sie aber nicht vollstandig.

Zudem katalysierte FaGT2 die Bildung eines S-Glucoseesters. Thiobenzoesaure
wurde durch praparative HPLC von Verunreinigungen mit Benzoesaure befreit und
anschliellend in Enzymassays eingesetzt. Die Aktivitat war dabei sehr niedrig, und
der K-Wert von 8,37 mM belegt eine sehr geringe Substrataffinitat. Die Analyse des
Produktes wurde dadurch erschwert, dass ein Grolteil des Thioesters bereits beim
lonisierungsprozess zerbrach (Tab. B-2). AuRerdem wurde gleichzeitig im Aglycon
das Schwefelatom durch Sauerstoff ausgetauscht, sodass das Benzoesaure-Anion
mit der Masse m/z 121 entstand. Als Kontrolle wurde daher auch Benzoesaure-
glucoseester enzymatisch synthetisiert und unter den gleichen Bedingungen
analysiert. Da beide Glucoseester zu unterschiedlichen Zeiten eluierten und
unterschiedliche Pseudomolekilionen bildeten, konnte die Entstehung von Thio-

benzoesaure-S-glucoseester bestatigt werden.
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Tab. B-1: Relative Aktivitaten, kinetische Daten und Strukturformeln der mit FaGT2 umgesetzten
Substrate. (n. v. = Daten nicht vorhanden)
Relative
Km Vmax kca /Km
Substrat Aktivitat * Strukturformel
[%] [mM] [nkat/mg] [1/(s mM)]
N COOH
. 0,73 6,43
Zimtsaure 100 10,04 +011 0,57 ©/v
1,14 26,32 B >
2,4,5-Trichlorphenol 225 £0.18 +1.02 1,49 C;@iq

(E)-3-(2-Furyl)-

1,33 12,96 o
acrylsaure o4 +0,07 +0,26 063 @/v

N 3,23 18,20 COOH
Sorbinsaure 126 +0.22 069 0,37 H3C/\/\/

0,58 3,23 N

4-Chlorzimtsaure 56 +0,08 S0t 0.36 /{j/v

|
3,5-Dichlor-
4-hydroxy- 102 +21’820 :%‘;‘; 0,24 o
benzoesaure - -

Cl

(E)-3-(3-Pyridyl)-

N COOH
9 0,93 0,63 0.044 [j/v
acrylsaure +0,16 + 0,04 ’ =

- 2,74 1,46
Anthranilsaure 11 11,35 +046 0,035 @i
NH,
N 5,76 2,36 COOH
(E)-2-Hexenséaure 12 1,06 +0.29 0,027 HGC/\/\/
2,75 0,78 O
Nicotinsaure 5 +0.20 0,03 0,018 \ -
i
_ . 8,37 2,04 SH
Thiobenzoesaure n. v. 1236 +048 0,016 @/J\
(E)-3-Hexensaure 4 n. v. y CA/\/COOH
Crotonséure 3 n. v. e Ve
(E.E)-Muconsaure 1 n. v. wooe” N XN

(o}
N\
DMHF 0,5 n.v. \
H,C CHy
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Tab. B-2: HPLC-ESI-MS/MS-Daten, die durch Analyse der Assays mit FaGT2 und nach
Applikation in planta gewonnen wurden. Es sind fir jedes Substrat die
Retentionszeiten und molaren Massen des Aglycons und der glucosylierten
Verbindung angegeben sowie die relativen Haufigkeiten der lonen, die bei MS und
MS/MS-Experimenten detektiert wurden. Bei chlorhaltigen Verbindungen wurden nur
die 35CI-Verbindungen berlcksichtigt.
Substrat R;[min] M., MS-Daten MS/MS-Daten
Zimtsaure 19,1 148  m/z 355 [M+HCOO] 100 MS/MS von m/z 355:
14,9 310  m/z 345 [M+CI] 52 m/z 309 [M—H] 100
m/z 309 [M—-H] 37 m/z 207 [Glucose-CO] 60
m/z 147 [M-Glc-H] 35 m/z 147 [M-Glc-H] 27
2,4,5- 25,0 196  m/z 403 [M+HCOO] 68 MS/MS von m/z 403
Trichlorphenol 17,3 358 m/z 393 [M+CI] 43 m/z 195 [M—GIc—H] 100
m/z 357 [M-H] 15 m/z 357 [M-H] 34
m/z 195 [M-Glc—-H] 100
(E)-3-(2-Furyl-)- 16,5 138  m/z 345 [M+HCOO] 100 MS/MS von m/z 345:
acrylsaure 12,5 300 m/z 335 [M+CI] 97 m/z 299 [M—H] 100
m/z 299 [M—H] 38 m/z 207 [Glucose-CO] 58
m/z 137 [M-Glc—-H] 48 m/z 137 [M-Glc-H] 51
Sorbinsaure 16,5 112 m/z 319 [M+HCOOQ] 100 MS/MS von m/z 319:
12,5 274  m/z 309 [M+CI] 69 m/z 207 [Glucose-COJ 100
m/z 273 [M-H] 17 m/z 273 [M-H] 49
m/z 111 [M-Glc-H] 13 m/z 161 [Glucose—H,O-H] 10
m/z 111 [M-Glc-H] 9
4-Chlor- 21,6 182  m/z 389 [M+HCOO] 100 MS/MS von m/z 389:
zimtsaure 17,0 344  m/z 343 [M-H] 59 m/z 343 [M—H] 100
m/z 379 [M+CI] 27 m/z 181 [M-Glc-H] 47
m/z 181 [M-Glc—H] 52 m/z 161 [Glucose—H,O-H] 16
3,5-Dichlor-4- 17,6 206  Glucoseester: MS/MS von m/z 367
hydroxybenzoe- 12,6/13,4 368  m/z 367 [M—H] 100 (Glucoseester):
saure (Glucosid/ m/z 205 [M—GIc—H] 100
Ester) m/z 247 [unbekannt] 28
m/z 161 [Glucose—H,O—-H] 21
(E)-3-(3- 3,8 149  m/z 346 [M+CI] 100 MS/MS von m/z 346:
Pyridyl)- 3,0 311 m/z 148 [M-Glc-H] 16 m/z 148 [M-Glc—-H] 100
acrylsaure m/z 197 [Glc+CI] 69
Anthranilsaure 14,3 137  m/z 334 [M+CI] 100 MS/MS von m/z 334:
10,9 299  m/z 344 [M+HCOOQO] 37 m/z 136 [M-Glc—H] 100
m/z 298 [M—H] 17 m/z 298 [M-H] 86
m/z 136 [M-Glc—-H] 28
(E)-2-Hexen- 17,8 114  m/z 321 [M+HCOO] 100 MS/MS von m/z 321:
saure 13,5 276  m/z 311 [M+CI] 57 m/z 207 [Glucose-COJ] 100
m/z 275 [M—H] 13 m/z 275 [M-H] 37
m/z 113 [M-Glc-H] 7 m/z 161 [Glucose—H,O-H] 9
m/z 113 [M-Glc—-H]
Nicotinsaure 2,9 123 m/z 286 [M+H]" 19 MS/MS von m/z 286:
4,0 285  m/z 124 [M-Glc-H]" 100 m/z 124 [M=Glc-H]" 100
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Fortsetzung von Tabelle B-2

Thiobenzoe- 22,7 138  m/z 299 [M-H] 28 MS/MS von m/z 299:
saure 15,6 300 m/z 335 [M+CI] 22 m/z 121 [Benzoesr—H] 100

m/z 121 [Benzoesr—H] 100
(E)-3-Hexen- 17,1 114 m/z 321 [M+HCOO] 100 MS/MS von m/z 321:
saure 13,3 276  m/z 311 [M+CI] 78 m/z 275 [M-H] 100

m/z 275 [M-H] 31 m/z 207 [Glucose-CO] 72

m/z 113 [M-Glc-H]" 7 m/z 113 [M-Glc-H] 49

m/z 161 [Glucose—H,O-H] 46
Crotonsaure 10,2 86 m/z 271 [M+Na]" 100 MS/MS von m/z 271:
6,1 248  m/z 87 [M-Glc-H] 6 m/z 185 [Glc+Na]* 100

(E,E)-Mucon- 9,6 142  m/z 361 [M—H+Na+CI]" 100 MS/MS von m/z 303:
saure 6,2 304 m/z371 [M-H+Na+HCOOJ 100 m/z 141 [M—Glc—H] 100

m/z 339 [M+CI] 61
m/z 303 [M=HJ 61
m/z 141 [M=Glc-HJ 78

DMHF 9,8 128  m/z 313 [M+Na]" 100 MS/MS von m/z 313:
8,6 290  m/z 129 [M-Glc+H]" 11 m/z 185 [Glc+Na]* 100
m/z 151 [M-Glc+Na]" 72
m/z 285 [unbekannt]" 49

(E)-3-(3-Pyridyl)-acrylsaure enthalt wie Zimtsaure eine Carboxylgruppe in
Konjugation zu einer Doppelbindung, besitzt aber eine heterocyclische Struktur mit
einem basischen Stickstoffatom. Trotzdem wurde im Assay der entsprechende
Glucoseester gebildet. Der Kp-Wert (0,93 mM) weist auf eine relativ hohe
Substrataffinitat hin, der Quotient kea/Kn (0,055 1/(s mM)) jedoch auf eine niedrige
katalytische Effizienz. Auch Nicotinsaure, deren Struktur ahnlich zu Benzoesaure
keine konjugierende Vinylen-Einheit aufweist, wurde durch FaGT2 glucosyliert.
Offenbar bendtigt das Substrat keine benzylische Grundstruktur, um vom Enzym
akzeptiert zu werden. Diese Annahme konnte bestatigt werden, nachdem (E)-3-(2-
Furyl)-acrylsaure in Enzymassays eingesetzt wurde. Die katalytische Effizienz lag flr
diese Verbindung mit 0,633 1/(s mM) sogar hoher als die fur Zimtsaure, obwohl eine
Furyleinheit vorliegt. Dies fuhrte zu der Annahme, dass Doppelbindungen in
Konjugation zur Carboxylgruppe eine wichtigere Rolle fur die Substratakzeptanz
spielen als eine Benzyleinheit.

Aus diesem Grund wurden Assays mit Sorbinsaure ((E,E)-2,4-Hexadiensaure)
durchgefiihrt. Uberraschenderweise wurde dieses Substrat mit einer dreimal so
hohen Maximalgeschwindigkeit mit Glucose konjugiert wie Zimtsaure. Obwohl die
Substrataffinitat mit einem Kn-Wert von 3,23 mM niedriger lag, betrug die
katalytische Effizienz dennoch 0,366 1/(s mM).
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Dagegen wies (E)-2-Hexensaure, die lediglich eine konjugierende Doppelbindung
enthalt, eine deutlich geringere katalytische Effizienz von 0,027 1/(s mM) auf. Die
isomere (E)-3-Hexensaure, bei der keine Konjugation moglich ist, wurde noch
schlechter umgesetzt. Auch mit der kurzerkettigen Crotonsaure ((E)-2-Butensaure)
sowie mit Muconsaure ((E,E)-2,4-Hexadiensaure) wurden nur geringe Aktivitaten

(weniger als 5 % im Vergleich zu Zimtsaure) beobachtet.

1.4 Glucosylierung von Umweltkontaminanten

Die im vorangegangen Abschnitt beschriebene niedrige Substratspezifitat gegenlber
naturlichen und unnatirlichen Substraten legte es nahe, dass FaGT2 auch
Xenobiotika umsetzt, die durch anthropologische Aktivitaten in die Umwelt gelangen.
Daher wurden Enzymassays mit dem DDT-Metaboliten DDA (2,2-Bis-(4-
chlorphenyl)-essigsaure) und den Herbiziden 2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigsaure)
und TCP (2,4,5-Trichlorphenol) durchgefliihrt. Zudem wurde 3,5-Dichlor-4-
hydroxybenzoesaure eingesetzt, da sie die analoge Verbindung zu 3,5-Dibrom-4-
hydroxybenzoesaure darstellt, einem Metaboliten des Herbizids Bromoxynil.

DDA und 2,4-D besitzen zwar strukturelle Ahnlichkeiten zu den anderen akzeptierten
Substraten und enthalten eine Carboxylgruppe, wurden von FaGT2 aber nicht
glucosyliert. Wahrscheinlich verhinderten die MolekulgroRen den Einbau in das
aktive Zentrum des Enzyms.

Im Gegensatz dazu reagierte 3,5-Dichlor-4-hydroxybenzoesaure mit grolRer
katalytischer Effizienz (0,24 1/(s mM)). Die Substrataffinitat war zwar niedriger als die
von Zimtsaure, die Maximalgeschwindigkeit jedoch hoher. Bei der Analyse mittels
HPLC-ESI-MS/MS ergaben sich zwei Signale zu unterschiedlichen Retentionszeiten,
aber mit gleichem Pseudomolekulion (m/z 367), das rechnerisch der Kondensation
eines Glucosemolekiils mit dem Substrat entspricht. Dies wies darauf hin, dass
neben der Carboxygruppe auch die Hydroxygruppe glucosyliert wurde. Daher ist der
Reaktionsansatz mit 0,1 M NaOH inkubiert worden, um spezifisch den Glucoseester
zu spalten (Jackson et al., 2001). Die Analyse ergab, dass der groRere Peak (100 %
relative Flache im Totalionenchromatogramm) verschwand, wahrend der kleinere
Peak (11 % relative Flache) verblieb. FaGT2 bildete mit 3,5-Dichlor-4-
hydroxybenzoesaure also sowohl den Glucoseester als auch das O-Glucosid. Das

Diglucosid wurde aber nicht detektiert.
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TCP wurde von allen getesteten Substraten am effektivsten glucosyliert. Der K,-Wert
lag mit 1,14 mM nur geringfugig Uber dem von Zimtsaure, wahrend die
Maximalgeschwindigkeit (26,32 nkat/mg) viermal und die katalytische Effizienz
(1,49 1/s mM) dreimal so gro® waren. FaGT2, das sonst fast ausschliel3lich
Sauregruppen mit Glucose veresterte, katalysierte demnach sehr effizient die
Bildung eines O-Glucosides. Die phenolische Struktur von TCP bewirkt eine relativ
hohe Aziditat der Hydroxygruppe, die die Reaktivitat erklaren konnte.

1.5 Glucosylierung von 2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3[2H]-furanon

Da FaGT2 neben Carboxy- auch azide Hydroxygruppen glucosylierte, wurde in
einem weiteren Versuch 2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3[2H]-furanon (DMHF), die
Hauptkomponente des Erdbeeraromas, eingesetzt. Diese Verbindung enthalt eine
schwach saure Hydroxygruppe, die durch Keto-Enol-Tautomerie stabilisiert wird.
Tatsachlich wurde auch DMHF glucosyliert, allerdings nur mit weniger als 1 %
relative Aktivitat. Die unerwartete Bildung des DMHF-Glucosids wurde durch
Abgleich der chromatographischen und massenspektrometrischen Daten mit der

Referenzverbindung bestatigt.

1.6 Bildung glucosidischer Verbindungen in planta

Alle Substrate, die FaGT2 in vitro glucosylierte, wurden in frische, reife Erdbeeren
injiziert und 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend sind die
Erdbeeren homogenisiert und die glucosidischen Verbindungen mittels
Festphasenextraktion in Methanol extrahiert worden. Die Extrakte wurden unter den
gleichen Bedingungen wie die Enzymassays mit HPLC-ESI-MS/MS analysiert
(Abb. B-4B). Eine Erdbeere, die mit Wasser behandelt worden war, diente als
Kontrolle.

Die Glucoseester bzw. Glucoside aller Substrate mit Ausnahme von
Thiobenzoesaure und Furaneol wurden auch in der Erdbeere gebildet. Thiobenzoyl-
S-glucoseester konnte vermutlich nicht nachgewiesen werden, weil die Verbindung
aufgrund ihrer Instabilitat schnell weiter reagiert. AuRerdem war es in diesem
Experiment nicht moglich, die Bildung von DMHF-Glucosid nachzuweisen, da sowohl
das Substrat als auch das Glucosid bereits in sehr hohen Mengen in unbehandelten

Erdbeeren enthalten ist.
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1.7 Diskussion

1.7.1 Strukturelle Gemeinsamkeiten der Substrate

FaGT2 akzeptierte eine sehr breite Auswahl strukturell unterschiedlicher Substrate
und bildete O- und S-Glucoseester sowie O-Glucoside. Eine solche Bandbreite von
Substraten wurde bisher von keiner in der Literatur beschriebenen Pflanzen-
Glucosyltransferase umgesetzt. Im Vergleich zu den natirlichen Substraten Zimt-
und p-Cumarsaure waren auch grofdere Veranderungen in der Struktur moglich, wie
verschiedene Substitutionen des aromatischen Ringes (4-Chlorzimtsaure und 3,5-
Dichlor-4-hydroxy-zimtsaure), eine heterocyclische statt benzylische Struktur ((E)-3-
(3-Pyridyl)-acrylsaure, (E)-3-(2-Furyl)-acrylsaure und Nicotinsdure) und eine
aliphatische  Struktur  (Sorbin- und (E)-2-Hexensaure). (E)-3-Hexensaure,
Crotonsaure, (E,E)-Muconsaure und DMHF wurden dagegen wesentlich schlechter
umgesetzt. Aulerdem bildete FaGT2 den S-Glucoseester von Thiobenzoesaure und
war aulderst aktiv in der Glucosylierung der phenolischen Verbindung TCP.

Der Vergleich der Substrate, die mit hoher Effizienz reagierten, zeigt, dass
Sorbinsaure die Verbindung mit der einfachsten chemischen Struktur darstellt. Diese
Saure kdnnte somit das grundlegende Strukturelement beinhalten, das vom aktiven
Zentrum des Enzyms erkannt wird. Dies stunde im Einklang mit der These, dass
viele Glycosyltransferasen eher regiospezifisch als substratspezifisch reagieren
(Vogt und Jones, 2000).

Andererseits unterscheidet sich TCP deutlich von dieser Grundstruktur und wurde
trotzdem mit der groRten katalytischen Effizienz umgesetzt. Allen Substraten ist aber
gemeinsam, dass sie ein saures Proton besitzen und die entsprechenden Anionen
durch  Konjugation mit einem n-Eletronensystem stabilisieren  kdnnen.
Dementsprechend nimmt die Aktivitat von Sorbinsaure Uber (E)-2-Hexensaure zu
(E)-3-Hexensaure mit der geringeren Fahigkeit zur Konjugation stark ab. Es wird
daher vermutet, dass die Konjugation der negativen Ladung der Carboxy- und
Hydroxy-Anionen entscheidend dafur ist, dass Glucose-Einheiten effizient auf sie
ubertragen  werden  koénnen. Dies unterstitzt die Annahme, dass
Glucosyltransferasen nicht nur regiospezifisch, sondern auch chemoselektiv
reagieren (Meliner et al.,, 2003), und erklart das breite Spektrum akzeptierter

Substrate.
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1.7.2 Bedeutung von FaGT2 in der Aromabiosynthese

FaGT2 ist in vivo verantwortlich fur die Bildung von Zimtsaure- und p-Cumar-
saureglucoseester (Lunkenbein et al., 2006a). Das erstgenannte Produkt konnte als
aktiviertes Substrat einer 1-O-frans-Cinnamoyl-p-D-glucopyranose:Alkohol-Cinna-
moyltransferase fungieren, die Cinnamate auf kurzkettige Alkohole wie Methanol und
Ethanol Ubertragt. Ein derartiges Enzym aus der Kapstachelbeere, das die
Aromakomponenten Ethyl- und Methylcinnamat bildet, wurde von Latza und Berger
(1997) beschrieben. Wie der Glucoseester von Zimtsaure konnten auch die
Konjugate von (E)-2-Hexensaure und Nicotinsaure die Prakursoren von Ethyl-2-
hexenoat, Methyl-2-hexenoat und Methylnicotinat sein, die alle als Bestandteile des
Erdbeeraromas beschrieben sind (Gomes da Silva and Chaves das Neves, 1999;
Aubert et al., 2005; Lunkenbein et al., 2006b). Einige wichtige Ester der
Erdbeerfrucht werden aus einer Vielzahl von Acyl-CoAs und Alkoholen von der
Strawberry Acyl Alcoholtransferase (SAAT) gebildet (Aharoni et al., 2000). Es ist
aber ungeklart, ob auch die Hexenoate und Methylnicotinat von diesem Enzym
synthetisiert werden konnen, und ob die entsprechenden Substrat-CoAs in der
Erdbeerfurcht vorhanden sind.

In den Enzymassays entstand auch Anthranilsdureglucoseester, wenngleich mit
relativ geringer Geschwindigkeit. Diese Verbindung kénnte ebenfalls in einer
Transferase-Reaktion zu Methylanthranilat reagieren, das fur das typische Aroma der
Wilderdbeere (Fragaria vesca) verantwortlich ist, aber auch in einigen Sorten der
kultivierten Erdbeere (Fragaria x ananassa) nachgewiesen wurde (Ulrich et al., 1997;
Aubert et al., 2005). In Vitis labrusca wird die Biosynthese von Methylanthranilat
wahrscheinlich von einer Alkoholacyltransferase katalysiert, die Anthranoyl-CoA mit
Methanol konjugiert (Wang und De Luca, 2005). In der Erdbeere wurde bisher kein
aquivalentes Enzym charakterisiert. Andererseits stellt Anthranilsaureglucoseester
die Speicherform von Anthranilat dar, das eine Vorstufe in der Tryptophan-
Biosynthese ist. In Arabidopsis thaliana sind mindestens zwei UDP-Glucosyl-
transferasen, UGT74F1 and UGT74F2, fur die Akkumulation dieses Esters in vivo
verantwortlich (Quiel und Bender, 2003). Ahnlich wie FaGT2 glucosylierten diese
Enzyme jedoch auch eine Reihe von Benzoesaure-Derivaten in vitro (Lim et al.,
2002).

Die Schlusselverbindung des Erdbeeraromas, DMHF, wurde von FaGT2 glucosyliert.

In der Erdbeerfrucht liegt ein groRer Teil des DMHF als Glusosid vor (Wintoch et al.,
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1991; Roscher et al.,, 1996). Bisher ist kein Enzym beschrieben worden, das die
Bildung dieses Glucosids katalysiert. Da die Erdbeere eine hohe Konzentration an
freiem DMHF enthalt, ist es wahrscheinlich, dass ein Teil des DMHF-Glucosids von
FaGT2 gebildet wird, auch wenn die Bildung in vitro nur langsam ablauft. Diese
Annahme wird zusatzlich dadurch gestitzt, dass sowohl die Bildung des Glucosids
als auch die Expression von FaGT2 reifekorreliert sind (Groyne et al., 1999;
Lunkenbein et al., 2006a).

1.7.3 Bedeutung von FaGT2 als Entgiftungsenzym

Die breite Substratspezifitit von FaGT2 ist nicht auf natlrliche Verbindungen
beschrankt, sondern wurde auch fur eine Reihe von Xenobiotika in vitro und in planta
nachgewiesen. MelRner und Mitarbeiter (2003) zeigten, dass sechs Glucosyl-
transferasen aus Arabidopsis thaliana TCP in Enzymassays glucosylieren. Zwei der
getesteten Enzyme, UGT84A1 und UGT84A2, sind der FaGT2 relativ ahnlich in
Bezug auf Aminosauresequenz und Substratspezifitat (Lunkenbein et al., 2006a). Sie
gehoren ebenfalls zu den Glucosyltransferasen der Gruppe L, in der sich
uberwiegend Ester-bildende Enzyme finden (Li et al., 2001). Das beste Substrat von
UGT84A1 in vitro war p-Cumarsaure, wahrend UGT84A2 besonders effizient
Sinapinsaure-Glucoseester bildete (Lim et al., 2001). Bei Enzymassays mit TCP
lagen bei allen sechs Enzymen die K,-Werte zwischen 0,11 und 1,25 mM, und die
katalytische Effizienz betrug zwischen 0,10 und 2,1 1/(s mM) (Mefner et al., 2003).
Die kinetischen Parameter von FaGT2 sind sehr ahnlich und bewegen sich am
oberen Ende dieser Bereiche.

Neben TCP wurde 3,5-Dichlor-4-hydroxybenzoesaure von FaGT2 effizient
glucosyliert. In Pflanzen besteht eine Moglichkeit zur Metabolisierung des Herbizids
Bromoxynil darin, es zunachst zu 3,5-Dibromo-4-hydroxybenzoesaure abzubauen
und anschlieRend zu glucosylieren, wie es in Hordeum vulgare, Stellaria media und
Arabidopsis thaliana (Schaller et al., 1992 und MeRner et al., 2003) nachgewiesen
wurde. Aufgrund der breiten Substratspezifitdt von FaGT2 kann davon ausgegangen
werden, dass es auch diese Verbindung mit Glucose konjugiert.

Eines der in den Assays am besten umgesetzten Substrate war Sorbinsaure. Diese
Verbindung kommt nicht natirlich vor und wird in der Lebensmittelindustrie vielfach
als Konservierungsmittel verwendet. Die Bildung von Sorbinsaure-Glucoseester

wurde hier zum ersten Mal nachgewiesen.
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Die tatsachliche Aktivitat von Enzymen in vivo hangt stark davon ab, ob Substrat und
Enzym Uberhaupt in Kontakt kommen. Kompartimentierung spielt also eine
entscheidende Rolle bei der Steuerung von Enzymaktivitaten. Allerdings nimmt diese
Trennung in der Erdbeerfrucht in den spaten Reifestadien ab, da die Zellwande
kollabieren und die Enzyme einer Vielzahl von kompetitierenden Substraten
ausgesetzt sind. Mefner und Mitarbeiter (2003) haben mit den zuvor erwahnten
Glucosyltransferasen kompetetive Enzymassays durchgefuhrt und gleichzeitig mit
TCP und ihren endogenen Substraten inkubiert. Dabei nahm die Glucosylierung von
TCP im Vergleich zu Ein-Substrat-Assays deutlich ab. Allerdings war FaGT2 im
Gegensatz zu den Enzymen aus Arabidopsis thaliana deutlich aktiver mit TCP
verglichen mit dem originaren Substrat. Es wurde daher vermutlich weniger stark an
Aktivitat in kompetitiven Assays verlieren. Zudem wurde nachgewiesen, dass fast
alle Substrate auch in Erdbeerfriichten glucosyliert werden, trotz Kompartimentierung
und trotz Konkurrenz zu anderen, natlrlichen Substraten. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass an der Reaktion neben FaGT2 weitere
Glucosyltransferasen beteiligt waren. Die in vitro-Daten lassen aber eine Beteiligung
des Enzyms an Entgiftungsreaktionen als sehr wahrscheinlich erscheinen. Gestutzt
wird dies von Expressionsdaten aus friheren Arbeiten, die eine Hochregulation der
Expression unter oxidativem Stress nachwiesen (Aharoni et al., 2002; Lunkenbein et
al., 2006a). Diese Abhangigkeit ist fur Enzyme typisch, die in die Abwehr und
Detoxifizierung involviert sind, wie beispielsweise Glutathion-S-transferasen (Marrs,
1996; Lamb und Dixon, 1997). Es ist bekannt, dass Glucosyltransferasen, die durch
Stress induziert werden, tendenziell eine geringere Substratspezifitat aufweisen.
Bisher wurden aber erst wenige dieser Enzyme auf ihre Fahigkeit Uberpruft, auch
Xenobiotika zu glucosylieren. Zwei Enzyme aus Tabak zeigten Aktivitat gegenuber
Naphtholen und einer Reihe von strukturverwandten Substraten wie Flavonoiden und
Cumarinen. lhre originare Funktion ist nicht abschlielRend geklart, wird aber in der
Biosynthese von Scopolin vermutet (Taguchi et al., 2001). Eine andere
Glucosyltransferase aus Arabidopsis metabolisierte Dichloranilin und TCP in vivo.
Sie ist aber substratspezifischer als FaGT2 und akzeptierte nur eine natirliche
Komponente in vitro, 4-Hydroxyphenylbrenztraubensaure. Daher ist die endogene
Funktion des Enzyms fraglich (Loutre et al., 2003; Brazier-Hicks und Edwards, 2005).
Ein weiteres Enzym der gleichen Pflanze entgiftet das von Fusarien gebildete Toxin

Deoxynivalenol und wird durch Applikation dieses Mykotoxins und anderer
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Signalstoffe in der Pflanze induziert. Trotzdem ist es auch an der Glucosylierung von
endogenen Brassinosteroiden beteiligt, die eine Rolle in der Zellentwicklung spielen.
Angesichts dieser Reaktionen scheint das Enzym allerdings Uber eine hohe
Substratspezifitat zu verfligen (Poppenberger et al., 2003 und 2005). In der
Modellpflanze Arabidopsis wurden viele weitere stress-induzierte Glucosyl-
transferasen identifiziert, aber noch nicht charakterisiert (Langlois-Meurinne et al.,
2005). Die Untersuchung der Enzyme wird interessante Erkenntnisse uber ihre

Beteiligung am Stoffwechsel endogener und exogener Substrate liefern.

1.7.4 FaGT2 - ein multifunktionelles Enzym

Die Informationen Uber die Organisation pflanzlicher Entgifungsreaktionen sind
widerspruchlich. Einige Studien zeigten in vivo, dass bestimmte Glucosyltransferasen
solche Reaktionen katalysieren, und lieRen dabei keine zweite Funktion dieser
Enzyme hinsichtlich endogener Substrate erkennen (Brazier-Hicks und Edwards,
2005). Andere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Glucosyltransferasen mit einer
breiten Substratspezifitat fur die Umsetzung sowohl von endogenen Substraten als
auch von Xenobiotika verantwortlich sind (MelRner et al., 2003). Umfassende Daten,
die diese zweifache Wirkungsweise der Enzyme nicht nur in vitro, sondern auch in
vivo bestatigen, liegen bisher nicht vor.

Unter evolutionaren Gesichtspunkten scheint es sinnvoll, dass ein Enzym sowohl mit
endogenen Sekundarmetaboliten als auch mit exogenen Substraten reagiert. Durch
Mutationen verandern sich die Eigenschaften und die Verteilung von Produkten des
Sekundarmetabolismus wie z.B. von Aromastoffen haufiger als die des
Primarmetabolismus. Fur den pflanzlichen Organismus ist es ein 6konomischer und
daher evolutionarer Vorteil, wenn nachgeordnete Enzyme wie Glucosyltransferasen
auch dann noch ihre Funktionalitdt mit den neuen Substraten behalten. Dies kann
durch eine breite Substratspezifitat gewahrleistet werden. Gleichzeitig erlaubt diese
Flexibilitat den Pflanzen, auf neue, exogene und moglicherweise toxische
Verbindungen wie Herbizide zu reagieren (Jones und Vogt, 2001).

Die dargestellten Ergebnisse unterstitzen die Vermutung, dass Entgiftungs-
reaktionen von Glucosyltransferasen mit einer Doppelfunktion katalysiert werden.
Einerseits wurde nachgewiesen, dass FaGT2 in vivo an der Glucosylierung der
endogenen Verbindungen Zimtsdure und p-Cumarsaure beteiligt ist, andererseits

aber auch an der Entgiftung von Xenobiotika in vitro und sehr wahrscheinlich in
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planta. Dadurch dass FaGT2 wahrend der Fruchtreifung zunehmend stark exprimiert
wird, ergibt sich fur die reife Erdbeerfrucht vermutlich ein vorsorglicher Schutz

gegenuber einer groRen Bandbreite von Fremdstoffen.
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2 Terpensynthasen in der Erdbeere
Untersuchungen von Erdbeerfriichten und —blattern der Wilderdbeere (Fragaria

vesca) und der kultivierten Erdbeere (Fragaria x ananassa) hatten gezeigt, dass
darin (R)- und (S)-Linalool in unterschiedlichen Verhaltnissen vorkommen
(Kap. A.3.5). In den Blattern war dabei ein deutlich héherer Anteil an (R)-Linalool
nachgewiesen worden als in den Frichten. Bisher ist lediglich eine (S)-
Linaloolsynthase beschrieben. Die Herkunft des (R)-Linalools ist unbekannt (Aharoni
et al., 2004). Zunachst wurde basierend auf einer PCR-Strategie versucht, neue
Terpensynthasen aus den Blattern von Fragaria x ananassa und Fragaria vesca zu
klonieren, zu exprimieren und deren Produkte zu charakterisieren. Dazu wurden im
ersten Schritt degenerierte PCR-Primer entworfen, mit deren Hilfe relevante
Fragmente aus cDNA amplifiziert wurden. Davon ausgehend sollte die Volllange der
Gene kloniert werden, um sie in Escherichia coli zu exprimieren und ihre
korrespondierenden Proteine in Enzymassays umzusetzen. Aulierdem wurde das
Enzym FVNES heterolog exprimiert, um die Chiralitat des damit gebildeten Linalools
zu untersuchen. Es stammt aus der Wilderdbeere, in deren Blattern fast
enantiomerenreines (R)-Linalool gefunden wurde (Hampel et al., 2006). Es ist zwar

bereits bekannt, dass FYNES Linalool bildet, allerdings nicht welches Enantiomer.

2.1 Design von degenerierten Primern

Um ein Fragment einer unbekannten Terpensynthase mittels PCR klonieren zu
konnen, bendtigt man zwei Primer, die an charakteristischen Sequenzelementen
hybridisieren. Um diese Elemente zu identifizieren, wurden sechs Aminosaure-
sequenzen von bereits bekannten Terpensynthasen miteinander verglichen. Da das
Ziel die Klonierung einer Linaloolsynthase aus der Erdbeere war, dienten dazu
einerseits Sequenzen anderer Linaloolsynthasen, um mdégliche Ahnlichkeiten im
Primer zu beriucksichtigen. Dies waren die (R)-Linaloolsynthasen aus Artemisia
annua und Mentha citrata und die (S)-Linaloolsynthase aus Arabidopsis thaliana
sowie eine Linaloolsynthase mit unbekannter Enantiomerenspezifitat aus Perilla
frutescens. Andererseits wurde eine (E)-a-Farnesensynthase aus Malus domestica
gewahlt, da sich Terpensynthasen in ihren Sequenzen nicht nur ahneln, wenn sie die
gleiche Produktspezifitat aufweisen, sondern besonders auch dann, wenn sie aus

der gleichen Pflanzenfamilie stammen (Bohlmann et al., 1998a). Malus gehort
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ebenso wie Fragaria zur Familie Rosaceae. Zusatzlich wurde die bereits bekannte
Sequenz der Linalool-/Nerolidol-Synthase FaNES2 aus Fragaria x ananassa
verwendet (Kap. A.3.5), um weitere Spezies-spezifische Sequenzeigenschaften
einzubeziehen. Im Sequenz-Alignment sind mehrere Regionen erkennbar, in denen
eine erhdhte Homologie besteht (Abb. B-5).
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Abb. B-5: Ausschnitt aus einem Alignment von Proteinsequenzen bekannter Terpensynthasen,

die zum Design von degenerierten Primern herangezogen wurden. PfLINS: Perilla
frutescens Linaloolsynthase (GenBank-Akzessionsnummer AAL38029), McLINS:
Mentha citrata (R)-Linaloolsynthase (AAL99381), AaLINS: Artemisia annua (R)-
Linaloolsynthase (AAF13356), MdFAS: Malus domestica (E,E)-a-Farnesensynthase
(AAO22848), AtLINS: Arabidopsis thaliana (S)-Linaloolsynthase (AA085533),
FaNES2: Fragaria x ananassa Linalool-/Nerolidolsynthase (CAD57106).

Diese Abschnitte wurden in DNA-Code rickubersetzt (Abb. B-6). Da mehrere DNA-
Triplets fur die gleiche Aminosaure codieren, entstanden dabei jedoch zu viele
variierende Nukleotide. Daher wurden nicht nur die Aminosaure-, sondern auch die
Nukleotidsequenzen, die fur die Terpensynthasen codieren, herangezogen. Weil
nicht alle moglichen Triplets auch tatsachlich in den Sequenzabschnitten
vorkommen, reduzierte sich die Zahl der unsicheren Nukleotide deutlich. Auf diese
Weise konnten vier verschiedene degenerierte Primer (TerpDeg1 bis 4), also
Gemische von Primern mit variierenden Nukleotiden, entworfen werden. Die

Sequenzen von TerpDeg5 FW und TerpDeg6 REV wurden aus der Literatur
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ubernommen und ebenfalls flir die Amplifizierung unbekannter Terpensynthasen

eingesetzt (Steele et al., 1995).

V (Val) Y (Tyr) V (Val) Y (Tyr) G

Aminosauren D (Asp) D (Asp) D (Asp)

I (lle) F (Phe) I (lle) F (Phe) (Gly)
GTT GTT
Theoretisch g-'ll:i TAT (G;i TAT ~ GGT
méaliche GAT GAT GTG TAC GAT GTG TAC GGC
9 GAC  GAC TTT  GAC TTT GGA
Triplets ATT TTC ATT TTC GGG
ATC ATC
ATA ATA
GTT
v L GGT
Tatsachlich GAT GAT ATT TAT GTC TAT  GGC
vorkommende GAC GAC GTC TAC GAT GTG TTT  GGA
Triplets GTT TTC ATT GGG
ATC

Primer GA(TC) GA(TC) (GA)T(TC) T(AT)(CT) GAT (GA)T(TGC) T(AT)T GG

Abb. B-6: Herleitung der Sequenz der degenerierten Primer am Beispiel von TerpDeg3 FW im
Bereich des konservierten DDXXD-Motives.

2.2 Klonierung und Sequenzanalyse von Terpensynthasen aus
Fragaria x ananassa und Fragaria vesca

Aus Blattern von Fragaria x ananassa cv. Senga sengana und Fragaria vesca wurde
MRNA extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Die beiden cDNA-Proben dienten
jeweils als Matrize in PCR-Reaktionen, in denen alle mdglichen Kombinationen aus
vorwarts und rickwarts gerichteten degenerierten Primern eingesetzt wurden. Auf
diese Weise gelang zunachst die Amplifizierung jeweils eines 108 bp grof3en
Fragmentes. Dies entsprach der erwarteten GroRe eines Terpensynthasen-
Abschnittes, da die dabei verwendeten Primer TerpDeg3 FW und TerpDeg6 REV
einen entsprechenden Bereich einschlieen (Abb. B-5). Die potenziell neuen
Terpensynthasen wurden entsprechend ihrer Herkunft mit FaLINS und FvLINS
bezeichnet, also Fragaria x ananassa bzw. vesca Linaloolsynthase.

Der erste Vergleich dieser kurzen Sequenzabschnitte mit der Datenbank GenBank
ergab eine fast 100%ige Ubereinstimmung mit der (S)-Linalool/Nerolidol-Synthase
aus der Erdbeere (FaNES1/2 bzw. FYNES). Trotzdem erschien es unwahrscheinlich,

dass es sich um die identischen Transkripte handelte, da in Northern Blots gezeigt
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worden war, dass diese nicht in den Blattern der kultivierten Erdbeere exprimiert
werden (Aharoni et al., 2004). Uber die Expression in Blattern von Fragaria vesca ist
nichts bekannt. Daher wurden durch RACE-PCR zunachst nur von FaLINS die
fehlenden 3’- und 5-Enden und schliel3lich die Vollange amplifziert, um mehr
Sequenzinformationen zu erhalten. Dazu wurde cDNA des Kultivars Elsanta
verwendet, da diese auch die Grundlage der zitierten Expressionsstudien waren.

Als Ergebnis wurde eine Sequenz gewonnen, die auf Aminosaure-Ebene zu 90 %
identisch mit den bereits bekannten Erdbeer-Sequenzen ist (s. Abb. B-7). Der grofdte
Unterschied ist im N-terminalen Bereich zu erkennen, wo vergleichsweise viele
Aminosauren verandert sind. So ist statt der RR(X)sP-Sequenz, die in FaNES2 und
FVNES vorliegt und vermutlich eine leicht abgewandelte Form der Konsensus-
sequenz der Terpensynthasen RR(X)sW darstellt, die Abfolge RW(X)sS vorhanden.
Dieser Sequenzabschnitt wird aber in vivo nicht exprimiert, da in der Nukleotid-
sequenz nach den ersten beiden Triplets ein Stopp-Codon folgt. Dadurch kann die
Transkription erst ab dem Codon fur das zweite Methionin (Met2) ablaufen, sodass
das resultierende Protein in der N-terminalen Region um 53 Aminosauren verkurzt
ist. Verschiedene Programme (PSORT, Predotar) sagen mit grof3er Wahrscheinlich-
keit voraus, dass diese Region ein Signalpeptid enthalt, so dass das vollstandige, ab
dem ersten Methionin exprimierte Protein zu Chloroplasten oder Mitochondrien
transportiert wirde. Ohne das Peptid verbleibt das Protein aber nach der Synthese
im Cytosol. Die gleichen Eigenschaften besitzt FaNES1 (Aharoni et al., 2004). Es
enthalt ebenfalls ein Stoppcodon im N-terminalen Bereich und ist deshalb nicht in
Plastiden lokalisiert. Im Gegensatz dazu wurde nachgewiesen, dass FaNES2 und
FVNES, die mit intakten Signalpeptiden exprimiert werden, tatsachlich in
Mitochochondrien und Chloroplasten transportiert werden.

Abgesehen von den ersten 50 Aminosauren tauchen nur wenige Sequenz-
unterschiede auf. Der auffalligste ist die Insertion von 2 Aminosauren, Arginin und
Leucin, an den Positionen 244 und 245 der FaLINS-Sequenz (Abb. B-7).

2.3 Expression und Charakterisierung von FaLINS und FYNES

Obwohl sich FaLINS insgesamt nur geringfligig von den bereits beschriebenen
Enzymen unterscheidet, konnte es die Bildung anderer Produkte katalysieren.
Beispielsweise veranderte der Austausch von nur vier Aminosauren in einer

Sesquiterpensynthase aus Zea mays wesentlich die Stereoselektivitat des Enzyms
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Abb. B-7: Alignment der Linalool/Nerolidol-Synthasen aus Fragaria x ananassa (FaNES1 und
FaNES2, Genbank-Akzessionsnummern CAD57083 und CAD57106) und Fragaria
vesca (FYNES, CAD57084) sowie des ebenfalls aus Fragaria x ananassa klonierten,
neuen Transkriptes FaLINS.

(Kollner et al., 2004). Die Sequenz wurde daher in frame in den Expressionsvektor
pGEX4T-1 kloniert und ab Met2 als GST-Fusionsprotein in Escherichia coli
exprimiert. Aus den Bakterienzellen konnte das Enzym, das eine rechnerische Grolke
von 87 kDa hat, durch Affinitdtschromatographie an immobilisiertem Glutathion
aufgereinigt werden. AnschlieBend wurde es zusammen mit Geranyldiphosphat
(GPP) und Farnesyldiphosphat (FPP) in Standardassays inkubiert. Die Reaktions-
produkte sind mit Diethylether extrahiert und zunachst mittels Kapillargaschromato-
graphie-Massenspektronetrie (HRGC-MS) analysiert worden. Im Chromatogramm
wurden als neu gebildete Substanzen Linalool bzw. Nerolidol identifiziert. Um die
Chiralitat von Linalool zu bestimmen, wurde der Extrakt zusatzlich mittels
Multidimensionaler Gaschromatographie-Massenspektrometrie (MDGC-MS) analy-
siert. FaLINS bildet annahernd 100 % enantiomerenreines (S)-Linalool und
unterscheidet sich daher nicht von FaNES1 (Abb. B-8) (Aharoni et al., 2004). Folglich
kann auch FaLINS nicht die Herkunft des (R)-Linalools erklaren, das in Blattern von

Fragaria x ananassa gegenuber dem (S)-Enantiomer bevorzugt vorkommt (Hampel
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et al., 2006). Ein Diethyletherextrakt aus Erdbeerblattern bestatigte die Angaben der
Literatur und wies einen hohen Anteil (R)-Linalool auf (Abb. B-8).
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Abb. B-8: MDGC-MS-Analyse zur Bestimmung des Enantiomerenverhaltnisses von Linalool. Es

wurden ein Standard von racemischem Linalool (A), ein Diethyletherextrakt aus
Blattern von Fragaria x ananassa cv. Senga sengana (B) und ein Diethyletherextrakt
aus einem Assay von FaLINS mit GPP (C) analysiert. Die Elutionsreihenfolge der
Linalool-Enantiomere wurde durch einen enantiomeren-angereicherten Standard
bestimmt (nicht gezeigt).

Wie zuvor beschrieben (Kap. A.3.5) sind die Linaloolsynthasen FaNES2 und FVNES,
die sowohl ein Signalpeptid als auch das RR(X)sP-Motiv enthalten, nicht hinsichtlich
ihrer Stereospezifitat untersucht worden (Aharoni et al., 2004). Es sollte daher geklart
werden, ob diese Sequenzelemente eine Rolle fur die Chiralitat der enzymatisch
gebildeten Produkte spielen. Dazu wurde der offene Leserahmen von FVNES aus
cDNA, die aus Blattern von Fragaria vesca gewonnen worden war, kloniert und
anschliel3end analog zu FaLINS exprimiert, aufgereinigt und mit GPP umgesetzt. Die
Analyse des entstandenen Linalools mittels Chiralphasen-Gaschromatographie zeigt,
dass auch FYNES enantiomerenreines (> 97%) (S)-Linalool bildet (Abb. B-9).
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Abb. B-9: MDGC-Analyse zur Bestimmung des Enantiomerenverhéltnisses von Linalool. Es
wurden ein Linalool-Standard, angereichert mit (R)-Linalool (A), und ein
Diethyletherextrakt aus der Umsetzung von FYNES mit GPP (B) analysiert.

2.4 Diskussion

Aus den Blattern von Fragaria x ananassa cv. Elsanta wurde das komplette
Transkript einer (S)-Linalool/Nerolidol-Synthase (FaLINS) kloniert. Die davon
abgeleitete Proteinsequenz ist nahezu identisch mit den (S)-Linalool/Nerolidol-
Synthasen FaNES1 und FaNES2, die jedoch nach den Ergebnissen von Northern
Blots nicht in Blattern exprimiert werden (Aharoni et al., 2004). In diesen Northern
Blots diente die Volllange von FaNES1, also die verkirzte Variante ab dem zweiten
Startcodon (Methionin 2), als Sonde. Moglicherweise wurde FaLINS in den Blattern
nicht detektiert, da die Sequenz durch die Insertion von 6 Nukleotiden keine
Hybridisierung erlaubte. Die geringen Sequenzunterschiede legen nahe, dass es sich
bei FaLINS und FaNES1/2 um paraloge Gene oder um Allele des gleichen Gens
handelt. Das Allel FaNES1 wird stark in der Frucht exprimiert. Die problemlose
Klonierung von FaLINS weist auf eine recht starke Expression im Blatt hin. Eine allel-
spezifische Expression wurde fir ein Polygalacturonase-inhibierendes Protein aus
der Erdbeere beschrieben (Schaart et al.,, 2005). Dabei wurden sechs Allele
untersucht, die in Frucht und Blatt und zudem in verschiedenen Kultivaren deutlich
unterschiedlich exprimiert wurden. Aul3erdem sind in Mais zwei zu 98 % identische
Allele einer Multiprodukt-Sesquiterpensynthase untersucht worden. Die Enzyme

produzierten zwar die gleichen Strukturen, aber mit einem sehr stark
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unterschiedlichen Verhaltnis der Stereoisomere (Kollner et al, 2004). Diese verander-
liche Stereospezifitat ist bei FaLINS und FaNES jedoch nicht gegeben.

Die Sequenzunterschiede im N-terminalen Bereich von FaLINS und FaNES betreffen
nicht nur die Art und Anzahl der Aminosauren, sondern auch die Position des
Stoppcodons zwischen Methionin 1 und Methionin 2. FaNES1 ist durch Mutation aus
FaNES2 oder einem anderen intakten Allel hervorgegangen, und hat dabei den
funktionellen Code fur das Signalpeptid verloren (Aharoni et al., 2004). Genauso
sollte auch FaLINS aus FaNESZ2 hervorgegangen sein. Offenbar ist also unabhangig
voneinander sowohl im Allel FaNES1 als auch in FaLINS eine Mutation aufgetreten,
die zum Verlust des Signalpeptids geflhrt hat. In der Frucht flhrt dies dazu, dass das
Enzym im Cytosol verbleibt, das ein neues oder groReres Reservoir an Substraten
darstellt als das ,frihere” Ziel, die Plastide, sodass groRere Mengen an Terpenen
entstehen kdnnen.

Die Expression des Proteins FYNES ergab, dass der N-terminale Teil des Enzyms
inklusive des RR(X)sW-Motiv ahnlichen Sequenzelementes RR(X)sP keinen Einfluss
auf die Chiralitdt des Produktes hat. In FaLINS ist dieses Element zu RW(X)sS
mutiert, hat also nur sehr wenig Ahnlichkeit zum urspriinglichen Motiv. Es kann daher
bezweifelt werden, dass das RR(X)sP in den FaNES-Sequenzen tatsachlich das
Analogon zum RR(X)sW-Motiv darstellt (Aharoni et al., 2004), zumal auf genetischer
Ebene mindestens zwei Nukleotide mutiert worden sein mussen, damit fur Prolin
statt Tryptophan codiert wird.

Die Frage, wodurch das (R)-Enantiomer vor allem in den Blattern entsteht, bleibt zu
klaren. In der Frucht und in den Beeren von Vitis vinifera wurden ebenfalls
unterschiedliche Enantiomerenverhaltnisse von Linalool nachgewiesen (Luan und
Wast, 2002). Experimente mit radioaktiv markierten Prakursoren des Mevalonat-
abhangigen und des DXP-abhangigen Terpenbiosyntheseweges legten nahe, dass
zwei unterschiedliche Enzyme fur die Enantiomere verantwortlich sind, die jedoch
bisher nicht bekannt sind. Ahnliche Experimente mit der Erdbeere konnten klaren,
dass (S)-Linalool in Frichten der kultivierten Erdbeere mevalonatabhangig gebildet
wird (Hampel et al., 2006). Die Herkunft des (R)-Linalools in den Blattern der
Kulturerdbeere konnte dagegen keinem der beiden Biosynthesewege zugeordnet

werden.
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3 Terpensynthasen in Lavandula angustifolia

3.1 Klonierung von Terpensynthasen

Zuvor wurde bereits die Vorgehensweise zur Klonierung unbekannter Enzyme auf
der Grundlage von Sequenzhomologien beschrieben (Kap. B.2.1). Die degenerierten
Primer, die fur die Amplifizierung der Sequenzen aus der Erdbeere verwendet
wurden, kamen auch bei Lavendel zum Einsatz. Es sind PCRs mit allen moglichen
Kombinationen aus Vorwarts- und Ruckwarts-Primern durchgeflihrt worden. Als
Matritze diente in cDNA umgeschriebene mRNA, die aus Blattern und aus Bluten von
Lavandula angustifolia extrahiert worden war. Dabei wurden einige Fragmente
amplifiziert, deren GroRen den erwarteten Abschnitten von Terpensynthasen
entsprachen. Aus beiden cDNA-Proben (Blatt und Blute) konnte jeweils ein 582 bp
und ein 108 bp groflRes Teilstlick gewonnen werden, die in pGEM-T zwischenkloniert
wurden. Die Sequenzierung mehrerer Plasmide ergab jedoch nur fur die Fragmente
aus der Lavendelblite zwei unterschiedliche Nukleotidsequenzen, wahrend die
beiden Abschnitte aus dem Lavendelblatt das gleiche Transkript reprasentierten. In
einer BLAST-Datenbankabfrage waren die drei PCR-Produkte teilweise homolog zu
veroffentlichten Sequenzen von Terpensynthasen. Daher wurden durch RACE-
Protokolle die fehlenden 5’- und 3’-Enden der Nukleotidsequenzen einschliellich der
nicht-translatierten Regionen (untranslated region, UTR) amplifiziert. Mit diesen
Informationen konnten schliel3lich die Volllangen der drei Enzyme LaLIMS (aus dem
Blatt), LaLINS und LaBERS (beide aus der Blute) aus cDNA mittels PCR amplifiziert

werden.

3.2 Sequenzanalyse

Die offenen Leserahmen (ORF) der drei Terpensynthasen aus Lavendel haben
inklusive Stoppcodon eine Grolie von 1809 bp, 1695 bp und 1617 bp entsprechend
einer Proteinsequenz von 602, 564 und 538 Aminosauren Lange. Dies entspricht
rechnerisch Molekulargewichten von 70,3, 65,8 und 62,4 kDa. Um die drei
Sequenzen gegenuberzustellen, wurden sie mit ClustalW ausgerichtet (Abb. B-10).
Dadurch ist eine hohe Ubereinstimmung zu erkennen, die zwischen 40 und 60 %
liegt. Die in  Terpensynthasen konservierten  Motive @ DDXXD  und
(N,D)D(L,LLV)X(S,T)XXXE, die die zweiwertigen Kationen koordinieren, sind jeweils
vollstandig enthalten, ebenso wie das charakteristische Sequenzelement RR(X)sW

im N-terminalen Sequenzbereich (Whittington et al., 2002; Christianson, 2006). Der
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Abb. B-10: Protein-Alignment der drei Terpensynthasen aus Lavendel. Die charakteristischen
Sequenzelemente sind jeweils vorhanden.

Abschnitt LQLYEASFLL, der mdglicherweise am aktiven Zentrum beteiligt ist, ist
ebenfalls vollstandig in LaLIMS und leicht abgewandelt in LaLINS und LaBERS zu
finden (McGeady und Croteau, 1995; Wise et al., 1998). Am N-Terminus
unterscheiden sich die Sequenzen von LaLIMS und LaLINS von LaBERS am
deutlichsten, da sie zusatzliche Aminosauren enthalten. Wie bei den
Terpensynthasen aus der Erdbeere handelt es sich dabei um Signalpeptide, die den
intrazellularen Transport der Enzyme vom Ort der Synthese in Plastide dirigieren.
LaLIMS und LaLINS enthalten in diesem Abschnitt eine relativ groRe Anzahl an
Alanin und Serin und wenige saure Aminosauren, wie es fir Signalpeptide typisch ist
(Keegstra et al., 1989; Von Heijne et al., 1989). Dementsprechend berechnen die
meisten Programme zur Vorhersage von Signalpeptiden (TargetP, SignalP, ChloroP,
Predator) eine hohe Wahrscheinlichkeit fur das Vorhandensein einer solchen
Sequenz bei LaLIMS und — mit niedrigerer Wahrscheinlichkeit — bei LaLINS. Da ein
Signalpeptid Ublicherweise etwa 50 bis 70 Aminosauren lang ist, ist das von LaLINS
mit etwa 20 Aminosauren ungewohnlich kurz (Bohlmann et al., 1998a). LaBERS tragt
dagegen sicher kein Signalpeptid. Im Allgemeinen enthalten Monoterpensynthasen
Signalpeptide, da ihr Substrat GPP nur in den Plastiden gebildet wird.
Sesquiterpensynthasen bendtigen dies nicht und verbleiben im Cytosol, in dem FPP
vorliegt. Demnach sollte es sich bei LaLIMS und LaLINS um Monoterpensynthasen,

bei LaBERS um eine Sesquiterpensynthase handeln. Man nimmt an, dass in vivo die
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Signalpeptide von Terpensynthasen nach dem Transport in die Plastide kurz vor dem
doppelten Arginin des RR(X)sW-Motives abgespaltet werden (Williams et al., 1998).
Um weitere Erkenntnisse Uber die Funktionalitat der klonierten Terpensynthasen zu
erhalten, wurden ihre Sequenzen in einen phylogenetischen Baum eingeordnet.
Dazu wurden sie zunachst mit ausschliel3lich biochemisch charakterisierten
Terpensynthasen aus den sieben definierten TPS-Klassen (Kap.A.3.3) mittels
ClustalW ausgerichtet. Darunter befanden sich auch die in einer BLAST-
Datenbankabfrage bestimmten Sequenzen mit der hochsten Homologie zu LaLIMS,
LaLINS und LaBERS. Dieses Alignment wurde anschlieend erneut mit ClustalW
unter Verwendung der Neighbour-Joining-Methode zu einem phylogenetischen
Baum umgerechnet. Zur Darstellung diente die Software Treeview, mit der die
Klasse TPS-c als Out-Group definiert und im Baum als Wurzel verwendet wurde
(Abb. B-11) (Page, 1996).

Es sind deutlich die sieben Klassen TPS-a bis g zu erkennen. Alle drei Lavendel-
Enzyme wurden der Klasse TPS-b zugeordnet, in der sich Uberwiegend Monoterpen-
synthasen befinden. LaLIMS ist stark verwandt mit zwei Enzymen aus Basilikum
(Ocimum basilicum). Die Fencholsynthase katalysiert in dieser Pflanze die Bildung
eines Gemisches aus Fenchol, Limonen, a-Pinen und einem weiteren, unbekannten
Monoterpen. Das zweite Enzym synthetisiert ausschlieB3lich p-Myrcen (lijima et al.,
2004). Geringflugig weniger verwandt sind zwei Monoterpensynthasen aus Salvia
officinalis, die ebenfalls nicht nur ein Produkt bilden. Die Sabinensynthase setzt GPP
zu Sabinen, y-Terpinen, Terpinolen, Limonen wund Myrcen um, die
Bornyldiphosphatsynthase Uberwiegend zur namensgebenden Verbindung sowie zu
o-Pinen, Camphen, Limonen, Terpinolen und Myrcen (Wise et al., 1998). LaLINS
zeigt zu diesen beiden Enzymen aus Salbei ebenfalls hohe Ahnlichkeit, ist aber am
starksten mit einer (R)-Linaloolsynthase aus Mentha citrata verwandt (Crowell et al.,
2002). Dieses Enzym bildet im Gegensatz zu den anderen nur ein Produkt, (R)-
Linalool. LaBERS ist dagegen relativ deutlich von den beiden anderen Lavendel-
Sequenzen abgesetzt und stimmt gut mit einer Sesquiterpensynthase Uberein, die
ebenfalls aus Basilikum kloniert wurde. Diese bildet neben der Hauptkomponente
a-Zingiberen auch Nerolidol, B-Farnesen, o-Bergamoten und p-Bisabolen. Bei
Betrachtung des phylogenetischen Baumes fallt insgesamt auf, dass alle zu LaLIMS,
LaLINS und LaBERS ahnlichen Enzyme aus Pflanzen stammen, die wie der

Lavendel zur Familie der Lamiaceae gehoren.
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Phylogenetischer Baum, der nach Alignment von ausgewahlten, biochemisch
charakterisierten Terpensynthasen aus den sieben TPS-Familien mit ClustalW und
unter Verwendung der Neighbour-Joining-Methode berechnet wurde. Der Baum ist mit
der Gruppe TPS-c verwurzelt, die als Out-Group definiert wurde. In Klammern sind die
GenBank Akzessionsnummern angegeben. Die Abkirzungen stehen fir den
jeweiligen Organismus: Aa, Artemisia annua; Ag, Abies grandis; Am, Antirrhinum
majus; At, Arabidopsis thaliana; Cb, Clarkia breweri; Ci, Cichorium intybus; Cl, Citrus
limon; Cm, Cucurbita maxima; Cs, Citrus sinensis; Cu, Citrus unshiu; Fa,
Fragaria x ananassa; Ga, Gossypium arboreum; Le, Lycopersicum esculentum; Ls,
Lactuca sativa; Mc, Mentha citrata; Md, Malus domestica; Mp, Mentha x piperata; Ms,
Mentha spicata; Nt, Nicotiana tabacum; Ob, Ocimum basilicum; Os, Oryza sativa; Pa,
Populus alba x Populus tremula; Pb, Picea abies; Pf, Perilla frutescens; Ps, Pisum
sativum; Rc, Ricinus communis; So, Salvia officinalis; St, Schizunepeta tenuifolia; Vv,
Vitis vinifera; Zm, Zea mays.
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Die genomische Struktur der Lavendel-Terpensynthasen wurde bestimmt, um eine
Einordnung in die von Trapp und Croteau (2001) identifizierten Klassen zu
ermoglichen (Kap. A.3.3). Hierzu wurde aus Lavendelblattern DNA extrahiert, aus
der mittels PCR die entsprechenden Sequenzen amplifiziert wurden. Es fanden die
gleichen Primer Verwendung, die zur Klonierung der Volllangen aus cDNA eingesetzt
worden waren. Nach Zwischenklonierung in den Vektor pGEM-T konnten so die
genomischen Sequenzen in mehreren Schritten sequenziert werden. Sie enthalten
jeweils sechs Introns und gehdren daher zur Klasse Il der Terpensynthasegene, die
die evolutionar jlingste ist (Tab. B-3) (Trapp und Croteau, 2001). Wahrend die Lange
der Introns sehr stark variiert, ist ihre Position vom 3’-Ende aus gesehen sehr
konstant. Dementsprechend unterscheiden sich die Exons nur geringflugig. Wie
bereits zuvor im Alignment zu sehen war (Abb. B-10), ist lediglich die Lange des
ersten Exons deutlich unterschiedlich, da es bei LaLIMS und LaLINS fur ein

Signalpeptid codiert.

Tab. B-3: Genomische Struktur der Terpensynthasen aus Lavendel. Es sind die Langen der
Introns in bp sowie die der Exons in bp und Anzahl Aminosduren (in Klammern)
angegeben. Die Anzahl der Aminosauren ist gerundet, da die Introns zum Teil
innerhalb eines Triplets platziert sind. Die gesamte Lange auf genomischer Ebene ist
ebenfalls in bp angegeben. Die Nummerierung der Introns richtet sich nach Trapp und
Croteau (2001).

Exon Intron| 1 i 2 Vil 3 Xl 4 Xl &5 Xl 6 XV, 7 Gesamt
LaLIMS [bp] ' 246 65 272 | 81 | 396 105|216 | 82 | 138 105|250 74 291 2321
[AS] | (82) (91) (132) (72) (46) (83) (96)

LaLINS [bp] 148 926 | 276 | 339 | 377 93 | 221 | 148 | 139 78 | 249 | 435|285 3714
[AS] | (49) (92) (126) (74) (46) (83) (94)
LaBERS[bp] = 82 140 256 | 91 | 379 79 [ 218 90 | 138 94 | 250 89 | 294 2200
[AS] | (27) (85) (126) (73) (46) (83) (98)

3.3 Heterologe Expression

Um eine biochemische Charakterisierung zu ermoglichen, wurden die drei Enzyme
aus Lavendel heterolog in Escherichia coli exprimiert. Dazu sind die kompletten
codierenden Sequenzen in frame in den Expressionsvektor pGEX-4T-1 kloniert
worden. AufRerdem sollten LaLIMS und LaLINS auch ohne Signalpeptide exprimiert
werden. Daher wurden zwei weitere Konstrukte erzeugt, die die Sequenz von
LaLIMS ab dem Codon fiir Asp>® und die von LaLINS ab Arg®’ enthielten (Tab. B-4).
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Tab. B-4: Konstrukte, die zur heterologen Expression der Terpensynthasen verwendet wurden.
Es sind jeweils die Lange der codierenden Sequenzen und die rechnerisch
bestimmten Groflen der daraus resultierenden nativen Proteine und GST-
Fusionsproteine angegeben.

Konstrukt Bezeichnung ORF GroRe GroRe mit GST
[bp] [kDa] [kDa]

LaLIMS mit LaLIMS_M1 1809 703 97.0

Signalpeptid

LaLIMS ohne LaLIMS_RR 1644 64,0 90,9

Signalpeptid

LaLINS mit LaLINS_M1 1695 65,8 92,3

Signalpeptid

LaLINS ohne LaLINS_RR 1617 62,8 89,4

Signalpeptid

LaBERS LaBERS 1617 62,4 89,0

Die Expressionskulturen wurden aufgeschlossen und extrahiert. Mit Hilfe von
Glutathion, das an Sepharose immobilisiert war, sind die Zielproteine
affinitatschromatographisch weiter aufgereinigt worden (Abb. B-12A). Die Analyse
der Fraktionen per SDS-Gelelektrophorese zeigte, dass die Expression fur alle
Konstrukte auller fur LaLIMS_M1 gelang. Wahrscheinlich verhinderte die Sequenz
des Signalpeptides eine effektive Synthese dieses Enzyms (Bohlmann et al., 1998a).
Western Blots bestatigten, dass die anderen Proteine tatsachlich erfolgreich
aufgereinigt wurden, indem ihre GST-Tags mit Anti-GST-Antikorpern angefarbt
wurden. Allerdings sind nicht nur die eigentlichen Enzyme gefarbt worden, sondern
auch Banden, die im Elektrophorese-Gel zum groéf3ten Teil nicht zu sehen waren. Da
das Muster der aufgereinigten Fraktion fast identisch mit dem Rohextrakt ist, kdnnen
unspezifische Proteinfarbungen nicht die Ursache sein. Daher handelt es sich zum
einen vermutlich um GST-haltige Bruchstlicke der Enzyme, die durch proteolytische
Aktivitaten enstanden sind. Zum anderen dirften es Proteine sein, deren Synthese
abgebrochen wurde. Da sich der GST-Teil der Fusionsproteine am N-Terminus
befindet und als erstes exprimiert wird, wurden diese Fragmente zusammen mit den
vollstandigen Enzymen aufgereinigt.

Die Grole der Proteine entspricht in etwa den berechneten Werten (Abb. B-12B und
Tab. B-4). Es ist jedoch insbesondere in der aufgereinigten Fraktion von LaLINS M1
eine weitere, deutliche Bande bei etwa 63 kDa zu sehen. Es ist bekannt, dass GST-
Fusionsproteine zum Teil nach der Aufreinigung ihren GST-Tag abspalten (Jackson

et al., 2001). Tatsachlich ist die zusatzliche Bande etwa genauso grol} wie das native
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Abb. B-12: SDS-PAGE und Western Blot der heterolog exprimierten Terpensynthasen.
Rohextrakt und aufgereinigte Fraktion von LaLIMS RR wurden durch
Gelelektrophorese aufgetrennt (A1 und A2) und im Western Blot angefarbt (A3 und
A4). Die Terpensynthasen LaLIMS_RR (B1), LaLINS_M1 (B2) und LaBERS (B3) sind
nach Aufreinigung und Auftrennung mittels SDS-PAGE als deutliche Banden
erkennbar. Die Expression des leeren pGEX-4T-1 Vektors und die anschlieRende
Aufreinigung ergab in hoher Reinheit GST (C).

Protein. Zudem ist eine schwache Bande in der GroRe von GST bei 27 kDa zu
erkennen. Vermutlich ist die unter Erhitzung durchgefiihrte Denaturierung, die fur die
Auftrennung uber SDS-PAGE erforderlich ist, verantwortlich fur die Spaltung. Es
kann mit grolRer Sicherheit ausgeschlossen werden, dass es sich um bakterielle
Proteine handelt, die als Verunreinigung in die Fraktionen gelangten. Denn als
Kontrolle wurden Bakterienzellen, die den leeren Expressionsvektor enthielten,
analog aufgereinigt. Dabei wurde in sehr hoher Reinheit lediglich GST gewonnen
(Abb. B-12C).

3.4 Charakterisierung der klonierten Terpensynthasen

Die durch heterologe Expression in reiner Form gewonnenen Enzyme sollten bio-
chemisch charakterisiert werden. Es sollte zunachst geklart werden, ob es sich um
eine Mono-, Sesqui- oder Diterpensynthase handelt und welche Produkte in den
enzymatischen Reaktionen entstehen. Die weiteren Arbeiten hatten zum Ziel, die
optimalen Reaktionsbedingungen der Enzyme hinsichtlich pH, Temperatur und der
Abhangigkeit von zweiwertigen Kationen zu bestimmen. Nachdem der Zeitrahmen, in
dem die Reaktion einen linearen Verlauf aufweist, geklart war, konnten die kineti-
schen Parameter K, und Vnax ermittelt werden. Die Enzymassays, die zum Zweck
dieser Charakterisierung durchgefuhrt wurden, liefen alle nach dem gleichen Schema

ab. Die aufgereinigten Terpensynthasen wurden zusammen mit den maoglichen
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Substraten GPP, FPP und GGPP umgesetzt. Nach Ablauf der Reaktionszeit sind die
wassrigen Ansatze mit internem Standard versetzt und mit Diethylether extrahiert
worden. Die in den Extrakten vorliegenden Terpene wurden anschlieBend zur
Identifizierung und Quantifizierung mittels HRGC-MS und zum Teil mittels
Chiralphasen-GC analysiert. Als Blindprobe dienten Ansatze, die statt Enzymlésung

das aufgereinigte GST-Protein aus der Expression des Leervektors enthielten.

3.4.1 Charakterisierung einer (R)-Limonensynthase

3.4.1.1 Identifizierung der gebildeten Produkte

LaLIMS _RR bildete lediglich aus GPP, nicht jedoch aus FPP oder GGPP neue
Produkte. Es handelt sich dementsprechend um eine Monoterpensynthase. Es
entstehen sechs Monoterpene, die mit Hilfe von authentischen Standards Uber die

Retentionszeiten und Massenspektren identifiziert wurden (Abb. B-13 und B-14).
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Abb. B-13: HRGC-MS-Analyse (lonenchromatogramme m/z 93) der Reaktionsprodukte nach
Umsetzung von LaLIMS_RR mit GPP (A) und eines Gemisches authentischer
Standardsubstanzen (B). Die Strukturformeln von (1R,5R)-(+)-a-Pinen (1), (1R,4S)-
(+)-Camphen (2), B-Myrcen (3), a-Phellandren (4), (R)-(+)-Limonen (5) und Terpinolen
(6) sind angegeben (C). Die Chiralitdt aller Komponenten aufler a-Phellandren,

dessen Konzentration zu niedrig war, wurde bestimmt und ist in Abb. B-15 gezeigt.
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Abb. B-14: Massenspektren der von LaLIMS RR gebildeten Produkte (A) sowie von

authentischen Standardsubstanzen (B). Zur Nummerierung siehe Abb. B-13.

Das Hauptprodukt ist Limonen mit einem Anteil von 39 %. Daher wird das Enzym als
Lavandula angustifolia Limonensynthase (LaLIMS) bezeichnet. Desweiteren wurden
Terpinolen (22 %), Camphen (16 %) und a-Pinen (14 %) sowie geringere Mengen
B-Myrcen (8 %) und a-Phellandren (1 %) nachgewiesen. Es entstehen somit sowonhl
zwei bicyclische und drei monocyclische Monoterpene als auch das acyclische
B-Myrcen (Abb. B-13C).

Camphen, o-Phellandren und Limonen gibt es jeweils zwei
Der Extrakt

Gaschromatographie untersucht, um die Chiralitdt der gebildeten Monoterpene zu

Von o-Pinen,

Enantiomere. aus dem Assay wurde mittels Chiralphasen-
bestimmen. Dazu sind zunachst racemische Standardsubstanzen analysiert worden,
um die Trennung zu optimieren (Abb. B-15). AnschlieRend erfolgte die Zuordnung

der jeweiligen Enantiomere zu den Signalen mit Hilfe von enantiomeren-
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angereicherten Standards. Danach bildet die Limonensynthase 94 % (1R,5R)-(+)-a-
Pinen, 96 % (1R,4S)-(+)-Camphen und 78 % (R)-(+)-Limonen. Die Konzentration an
o-Phellandren reichte nicht aus, um eine Aussage Uber die Chiralitat treffen zu

kénnen. Zudem war kein Standard des (S)-Enantiomers verflugbar.

16[
[mV] :
I a-Pinen  Camphen . . Linalool
Limonen Terpinolen
A I \J\}K B-Myrcen
L L J A
167
[mV] (1S,5S)- (1S,5R)-
I -)-a-Pinen  (-)-Camphen -(-)-Li
(-) () p (S)-(-)-Limonen (R)~(-)-Linalool
B ‘ I /
8I'M (IR5R)- (1R,5S)- (R)-(+)-Limonen
[mV]. (+)-a-Pinen  (+)-Camphen / 78%
94 % 96 %
Terpinolen
C
B-Myrcen
N
0 7 14 21 28 35

Retentionszeit [min]

Abb. B-15: Chiralphasen-Gaschromatographie der von LaLIMS RR gebildeten Produkte. Die
racemischen Standards werden auf der verwendeten Sadulenphase getrennt (A).
B—Myrcen und Terpinolen sind achirale Verbindungen. Enantiomeren-angereicherte
Standards mit einem Uberschuss jeweils eines Enantiomers erlaubten die
Bestimmung der Elutionsreihenfolge der Enantiomere (B). Die Analyse des Extraktes
aus der Umsetzung von LaLIMS_RR mit GPP zeigt die Enantiomerenverteilung der
Produkte (C).

3.4.1.2 Biochemische Charakterisierung

In weiteren Enzymassays wurden der pH-Wert und die Temperatur variiert, um die
idealen Reaktionsbedingungen der (R)-Limonensynthase zu bestimmen. Die
Gesamtmenge an gebildeten Produkten erreichte ein Maximum bei 30 °C und pH 7
(Abb. B-16A und B). Die Extrakte aus den Enzymassays wurden mittels HRGC-MS
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analysiert, sodass jede Komponente einzeln quantifiziert werden konnte. Daher ist
erkennbar, dass die Bildung nicht aller Produkte in gleicher Weise von pH und
Temperatur abhangen. Insbesondere «o-Pinen weicht von den anderen
Monoterpenen deutlich ab. Das Maximum der Bildung dieses Produktes wird bei
etwa 33 °C und pH 6 erreicht.

Terpensynthasen bendtigen als Cofaktoren zweiwertige Kationen, Ublicherweise
Mg?* oder Mn?* (Bohlmann et al., 1998a). Daher wurde eine entsalzte Enzymldsung
in Puffern mit Mg?*-Konzentrationen zwischen 0 und 500 mM und Mn*-
Konzentrationen zwischen 0 und 5 mM inkubiert (Abb. B-16C und D). Bis zu einer
Konzentration von 50 mM Mg?* bzw. 0,2 mM Mn?* steigt die Menge der gebildeten
Terpene an. Hohere Konzentrationen bewirken eine teilweise Inaktivierung der (R)-
Limonensynthase, ohne Cofaktoren wird keine Produktbildung beobachtet. Im
Vergleich von Magnesium- und Mangankationen werden mit letzteren nur maximal
68 % des Niveaus der magensiumabhangigen Bildung erreicht. Interessanterweise
unterscheiden sich die Anteile der einzelnen Komponenten auch in Abhangigkeit
vom verwendeten Kation. Befindet sich Mn?* im Reaktionspuffer, setzt sich das
Terpengemisch aus 46 % Limonen, 9 % Terpinolen, 13 % Camphen, 23 % a-Pinen,
5% B-Myrcen und 4 % oa-Phellandren zusammen. Im Vergleich zur magnesium-
abhangigen Bildung (prozentuale Anteile in Kap. B.3.4.1.1) wird fast der doppelte
Anteil o-Pinen gebildet, zu Lasten vor allem des Terpinolen-Anteils, der weniger als
die Halfte betragt.

Der zeitliche Verlauf der enzymatischen Terpensynthese ist in einem Zeitraum bis
180 Minuten weitgehend linear, die Reaktionsgeschwindigkeit also konstant (Abb. B-
16E).

Die kinetischen Parameter der (R)-Limonensynthase wurden unter den optimalen
Bedingungen von 30 °C, pH 7 und 50 mM Mg?* bei einer Reaktionsdauer von 15
Minuten bestimmt, indem Substratkonzentrationen zwischen 0 und 200 uM GPP in
Enzymassays eingesetzt wurden. Die Datenpunkte zeigen den erwarteten,
hyperbolischen Verlauf einer Enzym-Sattigungskurve. Durch hyperbolische
Regression mit der Software SigmaPlot wurde die Gleichung nach Michaelis-Menten
erstellt, aus der die kinetische Konstante K, mit 47,4+3,8 uM und die maximale
Geschwindigkeit Vmax mit 133%4,0 pkat/mg hervorgeht. Die katalytische Effizienz
keat/Km errechnet sich zu 2,55x10™ 1/(s uM).
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B-16: Biochemische Charakterisierung der (R)-Limonensynthase (LaLIMS_RR). Die Farben

stehen fir die Produkte ® Limonen, ® Terpinolen, ® Camphen, ® «a-Pinen,
® (-Myrcen und ® a-Phellandren, schwarze Datenpunkte stehen fir die Summe. In
Enzymassays wurde die Abhangigkeit der relativen Produktkonzentrationen von der
Temperatur (A), dem pH-Wert (B), der Mg?-Konzentration (C) und der Mn?-
Konzentration (D) sowie die zeitabhangige Bildung der Gesamtprodukte (E) und die
enzymekinetischen Daten nach Michaelis-Menten bestimmt (F).
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3.4.2 Charakterisierung einer (R)-Linaloolsynthase

Die zweite klonierte Terpensynthase wurde sowohl mit Signalpeptid (LaLINS_M1) als
auch ohne (LaLINS_RR) exprimiert, um den Einfluss dieses Sequenzabschnittes auf
die Produktbildung beurteilen zu koénnen. Zur Charakterisierung wurde nur
LaLINS M1 verwendet, wahrend die kinetischen Parameter flr beide Konstrukte

bestimmt wurden.

3.4.2.1 Identifizierung der gebildeten Produkte

Wie die (R)-Limonensynthase akzeptierte auch LaLINS nur GPP als Substrat,
wahrend mit FPP und GGPP keine Produktbildung beobachtet wurde. Anders als
das zuvor beschriebene Enzym katalysierte es die Reaktion von GPP zu nur einem
Monoterpen, Linalool. Das Massenspektrum und die Retentionszeit stimmten mit
einem authentischen Standard Uberein (Abb. B-17). Bei LaLINS handelt es sich also
um eine Lavandula angustifolia Linaloolsynthase.

Der Extrakt aus der enzymatischen Umsetzung wurde zusatzlich mittels
Chiralphasen-GC untersucht. LaLINS bildet zu 99 % das (R)-Enantiomer von Linalool
(Abb. B-18).
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Abb. B-17: HRGC-MS-Analyse (Totalionenchromatogramme und Massenspektren) eines

Extraktes aus der Umsetzung von LaLINS_ M1 mit GPP (A) sowie eines Standards
von Linalool (B). Die Strukturformel zeigt (R)-(-)-Linalool. Die Bestimmung der
Chiralitat ist in Abb. B-18 gezeigt.
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Abb. B-18: Chiralphasen-GC-Analyse des Produktes von LaLINS_M1 mit GPP. Die Trennung der
beiden Enantiomere wurde zuvor anhand eines Standards gezeigt (Abb. B-15).

3.4.2.2 Biochemische Charakterisierung

In vorlaufigen Assays konnte die Aktivitdt der (R)-Linaloolsynthase durch die
Anwesenheit von Rinderserumalbumin (BSA) erhoht werden, da vermutlich
proteolytischer Abbau vermindert wurde. Infolgedessen wurden alle Assays mit BSA
supplementiert. Die (R)-Linaloolsynthase ist analog zur (R)-Limonensynthase
biochemisch charakterisiert worden. Sie zeigt die hochste Umsatzrate bei einer
Temperatur von ca. 30 °C und bei einem pH-Wert von 7 (Abb. B-19A und B). Beim
Test der Cofaktoren Mg?* und Mn?* ergab sich ein deutlich anderes Bild als bei der
(R)-Limonensynthase. Die (R)-Linaloolsynthase bevorzugt Mangankationen und
katalysiert die Reaktion bei 1 mM am effektivsten (Abb. B-19C). Steht stattdessen
Mg®* zur Verfiigung, wird die maximale Produktkonzentration bei 50 mM erreicht.
Diese betragt aber nur 36 % des Maximalwertes, der bei Verwendung von
Mangankationen erzielt wird. Erhoht man die Konzentration der Kationen jeweils
weiter, so wird die (R)-Linaloolsynthase teilweise inaktiviert. Wahrend einer Dauer
von 360 Minuten verlauft die Bildung von (R)-Linalool annahernd mit konstanter
Geschwindigkeit.

Wird die (R)-Linaloolsynthase mit Signalpeptid (LaLINS_M1) mit unterschiedlichen
Konzentrationen GPP inkubiert, erhalt man die flir enzymatische Reaktionen typische
hyperbolische Sattigungskurve nach Michaelis-Menten (Abb. B-19E). Daraus ergibt
sich fur LaLINS_M1 eine kinetische Konstante K, von 42,7+4,6 yM und eine
maximale Geschwindigkeit von 422+17 pkat/mg. Die katalytische Effizienz Kcat/Knm
betragt 9,11x10™ 1/(s pM). Demgegenuber erhoht sich die kinetische Konstante
leicht auf 55,8+4,1 uM, wenn das Enzym ohne Signalpeptid (LaLINS_RR) untersucht
wird (Abb. B-19F). Zudem steigt die Geschwindigkeit der Umsetzung deutlich auf
837+25 pkat/mg und dadurch auch die katalytische Effizienz auf 1,34x10™ 1/(s uM).
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Abb. B-19: Biochemische Charakterisierung der (R)-Linaloolsynthase. In Enzymassays wurde die

Abhangigkeit der relativen Produktkonzentration von der Temperatur (A), dem pH-
Wert (B), der Mg®*-und Mn?**-Konzentration (C) sowie die zeitabhangige Bildung von
(R)-Linalool (D) bestimmt. Zudem wurde die Enzymkinetik nach Michaelis-Menten der
(R)-Linaloolsynthase mit Signalpeptid (LaLINS_M1) (E) und ohne (LaLINS_RR) (F)

erstellt.



3 Terpensynthasen in Lavandula angustifolia 73

3.4.3 Charakterisierung einer trans-oa-Bergamotensynthase

3.4.3.1 Identifizierung der Produkte

In Assays, die mit der dritten klonierten Terpensynthase LaBERS durchgefihrt
wurden, entstanden mit dem Substrat FPP und in deutlich geringerem Mal3e auch
mit GPP neue Produkte. Es handelt sich demnach um eine Sesquiterpensynthase,
die eine Nebenaktivitat mit GPP aufweist. Zur Identifizierung der Komponenten, die
aus FPP gebildet wurden, standen keine Standardsubstanzen zur Verfigung. Daher
wurden ihre Massenspektren mit einer Datenbank (NIST MS Search 2.0) und ihre
linearen Retentionsindizes (LRI) mit publizierten Daten verglichen, um eine
Zuordnung zu ermdglichen (Abb. B-20 und Tab. B-5). Danach bildet LaBERS 74 %
trans-a-Bergamoten, 10 % (E)-Nerolidol, 6 % (Z)-a-Bisabolen und jeweils 5 % (E)-B-
Farnesen und pB-Sesquiphellandren gemessen an den Flachen im Totalionen-
chromatogramm. Da die Angaben zu den Retentionsindizes zwischen verschiedenen
Quellen stark schwanken und die Massenspektren insbesondere fir (E)-Nerolidol,
(Z)-a-Bisabolen und (E)-p-Farnesen nicht eindeutig waren, hat diese Zuordnung nur
vorlaufigen Charakter. Um die Identitat des Hauptproduktes trans-a-Bergamotens zu
bestatigen, wurden Blatter von Hyptis suaveolens mit n-Hexan extrahiert und mittels
HRGC-MS gemessen. Das etherische Ol dieser Pflanze enthalt mit 5 % einen sehr
hohen Anteil an diesem Sesquiterpen (Eshilokun et al., 2005). In gleicher Menge ist
B—Caryophyllen enthalten. Die Analyse bestatigte, dass diese zwei Komponenten in
gleich hoher Menge im Ol enthalten sind (Abb. B-20B). Das Massenspektrum des
trans-o-Bergamotens ist mit dem der Hauptkomponente von LaBERS identisch.

Daher wird das Enzym aus Lavendel als trans-o- Bergamotensynthase bezeichnet.

Tab. B-5: Bestatigung der Identitaiten der von LaBERS gebildeten Sesquiterpene durch
Vergleich der berechneten linearen Retentionsindizes mit publizierten Werten.
Komponente Name LRI (berechnet) LRI (Referenz)

8 trans-a-Bergamoten 1438 1440 (Eshilokun et al., 2005)

9 (E)-B—Farnesen 1448 1449 (Eshilokun et al., 2005)

10 (2)-a-Bisabolen 1494 1495 (Verzera et al., 2000)

11 B-Sesquiphellandren 1535 1528 (Da Silva et al., 2003)

12 (E)-Nerolidol 1558 1556 (Verzera et al., 2000)
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Abb. B-20: HRGC-MS-Analyse (Totalionenchromatogramme und Massenspektren) eines Extrak-
tes aus der Umsetzung von LaBERS mit FPP (A) und eines Dieethyletherextraktes
aus Hyptis suaveolens (B). Das Massenspektrum stammt jeweils von Signal 8 (trans-
o-Bergamoten). Die Strukturformeln zeigen trans-a-Bergamoten (eines der beiden
mdglichen Enantiomere, die Chiralitdt wurde jedoch nicht bestimmt) (8), (E)-B-Farne-
sen (9), (Z2)-a-Bisabolen (10), B-Sesquiphellandren (11) und (E)-Nerolidol (12) (C). Die
Zuordnung der Struktur von trans-o-Bergamoten erfolgte aufgrund der Uberein-
stimmung von Retentionsindex und Massenspektrum mit der Referenzsubstanz aus
Hyptis suaveolens.

Wird LaBERS mit GPP inkubiert, so entstehen geringe Konzentrationen von
Monoterpenen (Abb. B-21). Das Gemisch setzt sich aus 30 % a-Pinen, 27 %
Sabinen, 17 % Limonen, 11 % pB-Pinen, 8 % Camphen und 7 % pB-Myrcen
zusammen. Die Identitdten dieser sechs Komponenten wurden durch Vergleich der
Retentionszeiten und Massenspektren mit authentischen Standardsubstanzen

abgesichert. Die Chiralitaten wurden aufgrund der sehr geringen Produktmengen

nicht bestimmt.
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Abb. B-21: HRGC-MS-Analyse (lonenchromatogramm m/z 93) eines Extraktes aus der
Umsetzung von LaBERS mit GPP. Die Komponenten wurden als o-Pinen (1),
Camphen (2), Sabinen (13), B-Pinen (14), B-Myrcen (3) und Limonen (5) identifiziert.
Die Strukturformeln von (+)-Sabinen und (+)-B-Pinen sind angegeben, die der anderen
Komponenten wurden zuvor abgebildet (Abb. B-13C). Die Chiralitaten wurden jedoch
nicht bestimmt.

3.4.3.2 Biochemische Charakterisierung

Wie fur die (R)-Limonen- und (R)-Linaloolsynthase wurden auch fir die trans-o-
Bergamotensynthase die optimalen Bedingungen der Enzymreaktion bestimmt (Abb.
B-22A bis C). Da BSA einen stabilisierenden Effekt auf das Enzym hatte, wurden die
Assays damit supplementiert. Fur die biochemische Charakterisierung ist jeweils nur
die Konzentration von trans-a-Bergamoten bestimmt worden, da die anderen
Produkte zur Quantifizierung nicht in ausreichend groRer Menge gebildet wurden. Bei
30 °C und pH 8 wird FPP am effizientesten umgesetzt. Der Test der Cofaktoren
ergab, dass Magnesiumkationen praferiert werden und bei einer Konzentration von
50 mM den starksten Effekt haben. Mn®* bewirkt in einer Konzentration von 0,05 mM
die hochste Aktivierung der trans-o-Bergamotensynthase, die aber nur 49 % des
Niveaus von Mg?* erreicht. Die Bildung von trans-a-Bergamoten verlauft bis zu einer
Reaktionszeit von drei Stunden linear und verlangsamt sich danach deutlich (Abb. B-
22D).

In anschlieienden Assays wurden unter den optimalen Bedingungen die kinetischen
Parameter bei Verwendung von FPP und GPP bestimmt (Abb. B-22E und F). Da
trans-a-Bergamoten nicht als Standardsubstanz zur VerflUgung stand, wurde der
Gehalt als (R)-a-Cedren-Aquivalente berechnet. Fir die kinetische Analyse mit FPP
konnten nur die Signale der Hauptkomponente frans-a-Bergamoten ausgewertet
werden, in den Assays mit GPP nur die von a-Pinen und Sabinen. Die Bildung der

Produkte in Abhangigkeit von der Substratkonzentration zeigt in beiden Fallen einen
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Abb. B-22: Biochemische Charakterisierung der frans-a-Bergamotensynthase (LaBERS). In

Enzymassays wurde die Abhangigkeit der relativen Produktkonzentration von der
Temperatur (A), dem pH-Wert (B), der Mg®*-und Mn*"-Konzentration (C) sowie die
zeitabhangige Bildung von trans-a-Bergamoten (D) bestimmt. Zudem wurde die
Enzymkineik nach Michaelis-Menten bei Inkubation mit FPP (E) und GPP (F) erstellt.
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hyperbolischen Verlauf. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vinax mit FPP als
Substrat betragt 358+12 pkat/mg, die halbmaximale Geschwindigkeit wird bei einem
Km-Wert von 4,7+0,6 uM erreicht. Die katalytische Effizienz betragt 6,74x107
1/(s yM). Werden stattdessen verschiedene Konzentrationen GPP getestet, lauft die
Reaktion nur mit maximal 2,9+0,1 pkat/mg ab. Die Substrataffinitat ist dennoch relativ
hoch, ausgedrickt durch die Konstante K, die 3,3+0,3 uM betragt. Diese Werte
ergeben eine katalytische Effizienz von 7,76x10™ 1/(s uM).

3.5 Vergleich mit einem Extrakt aus Lavendelbliiten

Lavendelbliten wurden mit n-Hexan extrahiert und mittels HRGC-MS analysiert, um
die Relevanz der drei klonierten Enzyme fiir die Bestandteile des etherischen Ols zu
bestimmen (Abb. B-23). Die Angaben in der Literatur Uber die Zusammensetzung
des etherischen Ols wurden im Hinblick auf die Hauptkomponenten im Wesentlichen
bestatigt (Shellie et al., 2002; Kim und Lee, 2002). Im Extrakt, der neben Terpenen
auch andere Verbindungen wie aliphatische Alkohole und deren Ester enthalt,
konnten alle Produkte der drei Enzyme durch Vergleich der Massenspektren und
Retentionszeiten nachgewiesen werden bis auf die Sesquiterpene (E)-B-Farnesen,
(Z2)-a-Bisabolen und (E)-Nerolidol. Uber 50 % der Gesamtflaiche der im
Totalionenchromatogramm erfassten Verbindungen lassen sich mit der Aktivitat der
drei Terpensynthasen erklaren, wenn Linalylacetat (14 %) und die von LaBERS
gebildeten Monoterpene mitberechnet werden. Da die Monoterpene in Plastiden
gebildet werden, ist es jedoch relativ unwahrscheinlich, dass LaBERS in vivo dafur
verantwortlich ist. Weitere mengenmaliig wichtige Komponenten des etherischen
Ols, die nicht von den klonierten Enzymen synthetisiert werden, sind 1,8-Cineol,
Campher, Borneol, Terpinen-4-ol, p—Caryophyllen und Germacren D, die zusammen

etwas mehr als 30 % der Gesamtflache einnehmen.
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Abb. B-23: HRGC-MS-Analyse  (Totalionenchromatogramm) eines Hexanextraktes aus

Lavendelbliten. Die Nummerierung der Komponenten richtet sich nach den
vorausgehenden Abbildungen. Komponente 4 (o-Phellandren) ko-eluiert in diesem
Chromatogramm mit 3-3-Caren.

3.6 Diskussion

3.6.1 Zusammenfassung der Enzymeigenschaften

Die drei Terpensynthasen, die aus Lavandula angustifolia kloniert und charakterisiert
wurden, sind die ersten, die in dieser Pflanze beschrieben sind. Die Analyse der
Sequenzen ermdglichte bereits die ldentifzierung von LaLIMS und LaLINS als
Monoterpensynthasen und von LaBERS als Sesquiterpensynthase, weil sie
entsprechende Sequenzhomologien zu bereits charakterisierten Terpensynthasen
aufweisen. Da GPP, das Substrat der (R)-Linalool- und (R)-Limonensythase, in
Plastiden gebildet wird, tragen die beiden Enzyme ein Signalpeptid, wahrend die
trans-o-Bergamotensynthase im Cytosol verbleibt, dem Ort der FPP-Bildung.

Im phylogenetischen Baum sind alle drei Enzyme benachbart zu anderen
Terpensynthasen der Lamiaceae, vor allem Ocimum basilicum und Salvia officinalis
(Wise et al., 1998; lijima et al., 2004). Es bestatigt sich, dass die Terpensynthasen
des Sekundarstoffwechsels in erster Linie homolog zu Enzymen der gleichen oder
nahe verwandten Spezies sind und weniger zu solchen mit gleicher Reaktivitat (Tholl
et al., 2006). Die Ursache ist die spate und rasche Evolution dieser Terpensynthasen
im Vergleich zu den Enzymen des Primarstoffwechsels wie die der Klassen TPS-c
und TPS-e, die deutlich mehr Homologie untereinander aufweisen.

Die biochemischen Eigenschaften der drei Terpensynthasen aus Lavandula
angustifolia unterscheiden sich in einigen Parametern (Tab. B-6). So liegt der
optimale pH-Wert der (R)-Limonensynthase und (R)-Linaloolsynthase bei 7,0, der der
trans-o-Bergamotensynthase bei 8,0. Wahrend fur LaLIMS und LaBERS die hochste
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Aktivitat mit Magnesiumkationen bei 50 mM beobachtet wurde, wird (R)-Linalool in
Gegenwart von 1 mM Mangankationen bevorzugt gebildet. Bei den kinetischen
Parametern sind die Michaelis-Menten-Konstanten von LaLIMS und LaLINS im
Vergleich zu anderen Terpensynthasen, die meist einen K, im niedrigen uM-Bereich
haben, relativ hoch (Wise und Croteau, 1999). Wird die Linaloolsynthase ohne
Signalpeptid exprimiert, steigen der K,-Wert und die katalytische Aktivitat an. Ein
ahnliches Verhalten wurde auch bei anderen Terpensynthasen beobachtet (Williams
et al., 1998; Crowell et al., 2002). Die Bergamotensynthase weist einen niedrigeren
Km-Wert auf, wie er typisch fur Terpensynthasen ist. Neben FPP setzte das Enzym
mit geringer Geschwindigkeit auch GPP um, ein verbreitetes Merkmal von
Sesquiterpensynthasen (Crock et al., 1997; Colby et al., 1998; Steele et al., 1998).

Tab. B-6: Uberblick (iber die biochemischen Daten der charakterisierten Terpensynthasen. Die
Prozentsatze geben die Aktivitdten relativ zur maximalen Aktivitat mit dem jeweils
anderen Kation an.

LaLIMS_RR LaLINS_M1 LaLINS_RR LaBERS LaBERS
+GPP +GPP +GPP +FPP +GPP
pH 7,0 7,0 - 8,0 -
Temperatur 30°C 30°C - 30°C -
2+ 10-50 mM
Mg~"-Konz. 50 mM (36 %) - 50 mM -
2+ 0,2 mM ) 0,05 mM )
Mn“"-Konz. (68 %) 1 mM (49 %)
K [MM] 47,4+3,8 42,7+4,6 55,8+4,1 4,7+0,6 3,310,3
Vmax
[okat/mg] 13344,0 422+17 837+25 358412 2,940,1
Keat [1/5] 0,0121 0,0389 0,0748 0,0317 2,56x10™
KeatlKn 2,55x10™ 9,11x10™ 1,34x10° 6,74x10° 7,76x10°
[1/(s uM)]

3.6.2 (R)-Limonensynthase

Die (R)-Limonensynthase katalysiert die Bildung von sechs verschiedenen
Monoterpenen, darunter acyclische, cyclische und bicyclische Vertreter. Diese
geringe Produktspezifitat wird haufig bei Terpensynthasen beobachtet und erklart,
wie die Vielzahl an Terpenen in Lavendeldl bei geringem Aufwand fur die
Proteinbiosynthese gebildet werden kann (Bohlmann et al., 1997 und 2000; Wise et
al.,, 1998; Chen et al., 2003; lijima et al., 2004). Interessanterweise variiert das

Produktspektrum des Enzyms abhangig von pH-Wert, Temperatur und zweiwertigem
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Kation. Besonders beeinflusst ist die Bildung von o-Pinen, das bei hoherer
Temperatur, niedrigerem pH und in Anwesenheit von Mangankationen bevorzugt
entstent. Eine ahnliche Abhangigkeit wurde bisher nicht berichtet, da die
biochemische Charakterisierung anderer Terpensynthasen meist in Assays mit
radioaktiv markiertem Substrat durchgefuhrt und die Gesamtproduktmenge bestimmt
wurde. Eine Trichodiensynthase, bei der ein Aspartat des DDXXD-Motivs
experimentell substituiert worden war, produzierte aber in Abhangigkeit von Mangan
ein anderes Produktspektrum als mit Magnesium (Cane et al., 1996). Die Kationen
beeinflussen die Form des katalytischen Zentrums, indem sie das Substrat-
Diphosphat in einer polyhedrischen Struktur koordinieren und die lonisierung
stabilisieren (Kap. A.3.2.6) (Christianson, 2006). Bei LaLIMS scheint die raumliche
Geometrie des aktiven Zentrums durch Mangankationen so verandert zu sein, dass
der Reaktionsweg zum a-Pinen verstarkt ablauft. Auch die Geschwindigkeit der

Terpensynthese wird vom Kation beeinflusst und ist mit Magnesiumkationen groRer.

3.6.3 (R)-Linaloolsynthase

LaLINS bildet ausschliel3lich den Monoterpenalkohol (R)-Linalool. Auch die bisher
beschriebenen (R)-Linaloolsynthasen aus Ocimum basilicum (lijima et al., 2004),
Artemisia annua (Jia et al., 1999) und Mentha citrata (Crowell et al., 2002) sowie die
(S)-Linaloolsynthasen aus Clarkia breweri (Dudareva et al., 1996), Arabidopsis
thaliana (Chen et al., 2003) und Fragaria x ananassa (Aharoni et al., 2004)
transformierten GPP zu nur einem Produkt. Lediglich die (R)-Linaloolsynthase aus
der Gymnospermen-Art Picea abies synthetisierte sehr geringe Mengen (< 2 %)
anderer Monoterpene (Martin et al., 2004). Die Ursache liegt im
Reaktionsmechanismus, der anders als bei den Terpencyclasen nicht Uber die
anfangliche lonisierung des Substrates hinausgeht. Das Geranyl-Carbokation
reagiert sofort mit Wasser, sodass keine Cyclisierungsreaktionen ablaufen, sondern
je nach Angriffsseite (R)- oder (S)-Linalool entsteht (Pichersky et al., 1995; Crowell et
al., 2002). Die Sequenz der (R)-Linaloolsynthase aus Mentha citrata ist LaLINS am
ahnlichsten (63 % Identitat auf Proteinebene). Die Modellierung des aktiven
Zentrums dieses Enzyms zeigte, dass eine Aminosauren-Schleife, die in anderen
Terpencyclasen den Zugriff durch Wasser verhindert, an anderer Position platziert ist
(Crowell et al., 2002). Verursacht wird dies durch die Deletion von drei Aminosauren

in der Nahe des C-Terminus, die im Vergleich zu anderen Terpencyclasen der
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Lamiaceae fehlen. Auch in LaLINS sind diese drei Aminosauren zwischen
Aminosaure 547 und 548 nicht vorhanden, im Gegensatz zu den beiden anderen
Enzymen LaLIMS und LaBERS, bei denen Cyclisierungsreaktionen moglich sind
(Abb. B-10). Die (R)-Linaloolsynthase aus Lavendel kann daher wie die aus Mentha
citrata als eine ,defekte“ Form einer Terpencyclase angesehen werden, die nur noch
den lonisierungsschritt katalysieren kann. Moglicherweise haben sich aus dem
gleichen Grund und unabhangig voneinander Linaloolsynthasen in den Klassen
TPS-f, TPS-g, TPS-d und TPS-b aus cyclisierungsfahigen Vorlaufern entwickelt
(Abb. B-11).

Das Enzym aus Mentha citrata bildet wie LaLINS zu 98 % das (R)-Enantiomer und
hat einen gleichen, sehr hohen K,-Wert von 56 yM GPP fur das um das Signalpeptid
verkiirzte Protein (Crowell et al., 2002). Da das etherische Ol von Mentha citrata
ausschlieBlich (R)-Linalool und (R)-Linalylacetat enthalt, kommt dem Enzym eine
besondere Bedeutung zu. Genauso durfte auch LaLINS fir den grofien Anteil des

(R)-Linalools und (R)-Linalylacetats in Lavendeldl verantwortlich sein.

3.6.4 trans-o-Bergamotensynthase

Mit LaBERS wurde zum ersten Mal eine Sesquiterpensynthase kloniert und charak-
terisiert, die Uberwiegend trans-a-Bergamoten bildet. Einige Sesquiterpensynthasen
katalysieren die Bildung nur eines Produktes wie die (E)-a-Bisabolensynthase aus
Abies grandis (Bohlmann et al., 1998b), Germacren A-Synthasen aus der Zicchorie
(Bouwmeester et al., 2002) und Artemisia annua (Bertea et al., 2006) oder eine
B—-Farnesen-Synthase ebenfalls aus A. annua (Picaud et al., 2005). Viele Sesquiter-
pencyclasen transformieren FPP jedoch in mehrere verschiedene Produkte, wie die
Enzyme aus Abies grandis, Lycopersicon esculentum, Mentha x piperata, Artemisia
annua und Arabidopsis thaliana (Steele et al., 1998; Colby et al., 1998; Crock et al.,
1997; Mercke et al., 1999; Chen et al., 2003; Tholl et al., 2005). Nur vier Enzyme
sind bisher charakterisiert worden, die frans-a-Bergamoten als Nebenprodukt bilden.
Dies sind zwei stark miteinander verwandte Sesquiterpensynthasen mit sehr breitem
Produktspektrum (TPS4 und TPS5) und eine (E)-B-Farnesensynthase (TPS10) aus
Zea mays sowie eine a-Zingiberensynthase aus Ocimum basilicum (Kollner et al.,
2004; Schnee et al., 2006; lijima et al., 2004). Mit letzterem Enzym ist LaBERS
phylogenetisch am starksten verwandt (Abb. B-11). Uberraschenderweise sind diese

beiden Enzyme den Monoterpensynthasen ahnlicher als andere Sesquiterpen-
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synthasen und daher der Klasse TPS-b zugeordnet. Ebenso befindet sich eine
Farnesensynthase aus Malus domestica in dieser Klasse (Pechous und Whitaker,
2004). Es ist gut vorstellbar, dass diese Enzyme von Monoterpensynthasen ab-
stammen, indem sie das Signalpeptid verloren und FPP als Substrat akzeptierten.
Unterstitzt wird diese Vermutung dadurch, dass LaBERS auch GPP umsetzt. Dies
geschieht sogar mit einer etwas groferen Affinitat (niedrigerer Ky,) als mit FPP,
wenngleich mit deutlich niedrigerer Effizienz. Erstaunlich ist hierbei, dass die Fahig-
keit zu komplexen Cyclisierungsreaktionen bei LaBERS und bei der a-Zingiberen-
synthase aus Basilikum nicht verloren wurde oder durch weitere Mutationen neu
entstanden ist. Die Produktspezifitat der Lavendel trans-a-Bergamotensynthase ist
sogar vergleichsweise hoch. Die Farnesensynthase aus Malus domestica konnte
dagegen wie die Linaloolsynthasen ein ,defektes“ Enzym darstellen, das lediglich die

anfangliche lonisierung von FPP unterstitzt.

3.6.5 Bedeutung der drei Terpensynthasen in Lavandula angustifolia

Die drei klonierten Terpensynthasen erklaren einen groRen Teil der im Lavendeldl
enthaltenen Terpene. Das Ol enthalt jedoch noch viele weitere Verbindungen, deren
Biosynthese offenbar von anderen Enzymen bewerkstelligt wird. Andererseits
wurden in vitro einige Sesquiterpene gebildet, die im Lavendeldl nicht nachgewiesen
werden konnten. Ahnliche Beobachtungen wurden bei der Charakterisierung anderer
Enzyme gemacht (lijima et al., 2004). Mdglicherweise werden die Produkte in vivo
metabolisiert oder sie entstehen nur in vitro, da die bakteriell exprimierten Enzyme
strukturell nicht vollstandig mit den pflanzlichen Ubereinstimmen.

Die Kenntnis der drei Enzyme LaLIMS, LaLINS und LaBERS stellt eine Grundlage
dafur dar, das Aromaprofil von Lavandula angustifolia durch metabolic engineering
zu beeinflussen (Kap. A.3.7). Die Herstellung von transgenen Lavendelpflanzen
gelang bereits fur zwei wirtschaftlich bedeutende Lavendelarten, Lavandula x
intermedia (Lavandin-Lavendel) und Lavandula latifolia durch Infektion mit
Agrobacterium tumefaciens (Dronne et al., 1999; Munoz-Bertomeu et al., 2006).
Dabei wurde in L. latifolia durch die Hochregulierung der 1-Deoxy-D-xylulose-5-
phosphatsynthase die Produktion der Monoterpene deutlich erhdht. Mit den
dargestellten Ergebnissen konnte in Zukunft durch gezielte Beeinflussung der flr das
Aroma von Lavendel besonders bedeutenden (R)-Linaloolsynthase die Zusammen-

setzung des LavendelOls gesteuert werden.
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4 Acyltransferasen in Lavandula angustifolia

In Lavendelol kommen einige acylierte Verbindungen vor, die einen wichtigen Beitrag
zum Aroma leisten. Besonders (R)-Linalylacetat sticht mit einem Anteil von 15-45 %
besonders hervor. Daneben wurden unter anderem die Acetate der Terpenalkohole
Borneol, Lavandulol, Nerol und Geraniol nachgewiesen, sowie Ester kurzkettiger
Alkohole wie Octen-3-ylacetat, Hexylbutyrat und Hexylisobutyrat (Shellie et al.,
2002). Nachdem die Entstehung des (R)-Linalools durch die Katalyse der in Kapitel
B-3 beschriebenen (R)-Linaloolsynthase aufgeklart worden war, sollte auch die
Bildung des Acetyl-Derivates untersucht werden. Daher wurden Acyltransferasen aus

Lavandula angustifolia kloniert und charakterisiert.

4.1 Klonierung von Acyltransferasen

Zur Klonierung von Acyltransferasen wurde die gleiche Vorgehensweise wie bei den
Terpensynthasen gewahlt. Mittels PCR mit degenerierten Primern sollte auch hier ein
Bruchstiick eines zutreffenden Transkripts erhalten werden, das anschlie3iend durch
RACE-PCR bis auf Volllange vergroRRert werden sollte. Zunachst wurde ein Primer
entworfen, der auf einer charakteristischen Sequenz von Acyltransferasen basiert.
Eine solche Konsensussequenz stellt das DFGWG-Motiv dar (Kap. A.4.2). Eine
Ruckubersetzung dieser Sequenz in Nukleotide wurde mit dem degenerierten Primer
ATDeg_FW verwirklicht. Die Variabilitat in vier Basen wurde durch den Einbau von

Inosin (I) bertcksichtigt, das mit allen Basen Bindungen eingeht (Abb. B-24).

Aminosaure D (Asp) F (Phe) G (Gly) W (Trp) G (Gly)
GGT GGT
Genetischer Code g:g _Fl_r(T: ggi TGG ggi
GGG GGG
ATDeg_FW GA(TC) TT(TC) GGl TGG GG

Abb. B-24: Herleitung der Sequenz des degenerierten Primers ATDeg FW aus der
Konsensussequenz DFGWG der Acyltransferasen.

Aus Lavendelbluten wurde mRNA isoliert und in einer RT-PCR mit dem Oligo(dT)+s-
Primer in cDNA umgeschrieben. Diese diente als Matrize in einer PCR, in der die

Primer ATDeg FW und GR3’, der an der Ankersequenz des Oligo(dT)s-Primers
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hybridisiert, verwendet wurden. Auf diese Weise wurde ein PCR-Fragment
amplifiziert, das mit etwa 350 bp der erwarteten Grofle eines Acyltransferasen-
Bruchstickes entsprach. Nach Subklonierung wurde die Plasmid-DNA mehrerer
Kolonien sequenziert. Zwei unterschiedliche Sequenzen ergaben in einer BLAST-
Datenbankabfrage gute Ubereinstimmungen flr bereits bekannte Sequenzen von
Acyltransferasen.

Folglich wurden die fehlenden Sequenzabschnitte der beiden Transkripte Uber
RACE-PCR ermittelt. Da aus der PCR mit dem degenerierten Primer bereits das 3’-
Ende bekannt war, wurde lediglich das 5-RACE-PCR-Protokoll angewendet. Auf
diese Weise konnte die Gesamtsequenz der beiden potenziellen Acyltransferasen
LaAT1 und LaAT2 zusammengesetzt werden und in einer weiteren PCR die

Volllange kloniert werden.

4.2 Sequenzanalyse und phylogenetische Einordnung

Die offenen Leserahmen (ORF) von LaAT7 und LaAT2 betragen 1383 bzw. 1344 bp,
was 460 bzw. 447 Aminosauren entspricht. Daraus errechnet sich eine Proteingrofie
von 50,6 bzw. 49,1 kDa. Die Analyse der Proteinsequenzen mit verschiedener
Software (Predotar, SignalP, TargetP, PSORT) ergab, dass die Enzyme am N-
Terminus mit sehr grolRer Wahrscheinlichkeit keine Signalpeptide enthalten und
LaAT1 und LaAT2 demnach im Cytosol lokalisiert sind. Diese Daten stehen im vollen
Einklang mit den durchschnittichen Werten der bisher charakterisieten BAHD-
Acyltransferasen (D’Auria, 2006).

Bei genauerer Betrachtung der Sequenzen der beiden klonierten Enzyme sind die
charakterstischen Motive der BAHD-Acyltransferasen erkennbar. Im Alignment von
LaAT1 und LaAT2 mit Enzymen aus den funf definierten BAHD-Klassen (Kap. A.4.3)
wird dies besonders deutlich (Abb. B-25). Das HXXXD-Motiv, dessen Histidin aktiv
am Reaktionsmechanismus der AcylUbertragung beteiligt ist, ist ebenso in der
Sequenz vorhanden wie das hochkonservierte DFGWG-Motiv, das vermutlich die
raumliche Struktur des aktiven Zentrums gewabhrleistet. Lediglich ZmGlossy2, das zu
der biochemisch nicht charakterisierten Klasse Il der BAHD-Acyltransferasen gehort,
enthalt dieses Sequenzelement nicht. Das relativ schwach konservierte Motiv
LSXTLXXXYXXXG kann man in ahnlicher Weise ebenfalls bei beiden Lavendel-
Enzymen finden. Ein deutlicher Unterschied zwischen LaAT1 und den anderen

Acyltransferasen ist kurz nach dessen HXXXD-Motiv zu erkennen. Dort beginnt ein
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Abb. B-25:
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Alignment von LaAT1 und LaAT2 mit einigen anderen BAHD-Acyltransferasen. Die
charakteristischen Sequenzmotive sind markiert. (Zur Erklarung der Abkirzungen
siehe Abb. B-26).
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Bereich, der bei allen gezeigten Enzymen von geringer Homologie gepragt ist.
LaAT1 ist in diesem Abschnitt im Vergleich zu den 46 anderen charakterisierten
Acyltransferasen, deren Sequenz bekannt ist, um etwa 25 Aminosauren langer.
Insgesamt enthalten aber sowohl LaAT1 als auch LaAT2 alle kennzeichnenden
Bereiche der BAHD-Acyltransferasen. Sie sind daher Mitglieder dieser Enzym-
Superfamilie.

In einer Protein-Protein-BLAST-Datenbankabfrage (pBLAST) zeigte LaAT1 die
hochste Homologie (Identitat: 53 %, Ahnlichkeit: 69 %) zu einer Hydroxycinnamoyl-
Transferase aus Coffea arabica (GenBank-Akzessionsnummer: CAJ40778). LaAT2
war fast identisch (Identitat: 74 %, Ahnlichkeit: 85 %) mit einer Acyltransferase aus
Petunia hybrida (PhAT, GenBank-Akzessionsnummer: BAA93453). Allerdings sagt
diese Art der Zuordnung wenig Uber die tatsachliche Funktion der Lavendel-Enzyme
aus, da die Annotierung dieser beiden ahnlichsten Enzyme nur auf
Sequenzhomologie und nicht auf tatsachlichen, biochemischen Eigenschaften
basiert.

Daher wurde aus den BAHD-Acyltransferasen, deren Sequenz und Funktion bekannt
sind (Kap. A.4.3; D’Auria, 2006), und aus den beiden Lavendelsequenzen ein
phylogenetischer Baum erzeugt. Zusatzlich wurden die Sequenzen der zuvor
erwahnten Acyltransferase aus Petunia hybrida (PhAT) und eine weitere aus
Arabidopsis  thaliana  (AtAT, GenBank-Akzessionsnummer: NP_197782)
bertcksichtigt. Diese beiden Enzyme sind zwar nicht charakterisiert, wiesen aber im
pBLAST die héchste Homologie zu LaAT2 auf. Die insgesamt 50 Sequenzen wurden
zunachst mit ClustalW ausgerichtet. Das erhaltene Alignment wurde in einem
weiteren Schritt ebenfalls mit ClustalW nach der Neighbour-Joining-Methode zu
einem nicht-verwurzelten phylogenetischen Baum umgerechnet. Die grafische
Darstellung erfolgte anschlieRend mit der Software Treeview (Abb. B-26).

Die Klassen | bis V der BAHD-Acyltransferasen mit entsprechenden Unterklassen
(Kap. A.4.3) sind gut zu erkennen. LaAT1 gehort offenbar zu den Enzymen der
Klasse V, genauer zu einer Untergruppe von Acyltransferasen, die aromatische
Acylgruppen Ubertragen. Dazu zahlen die Hydroxycinnamoyltransferasen aus
Arabidopsis und Tabak (AtHCT und NtHCT), die eine wesentliche Rolle fur die
Ligninbiosynthese spielen (Hoffmann et al., 2003 und 2004). NtHCT bevorzugte in
vitro p-Cumaroyl-CoA und Caffeoyl-CoA als Donorsubstrate, akzeptierte aber auch

Ferulolyl-CoA. Die Ubertragung der Acylgruppe lief mit der hochsten Effizienz bei
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Abb. B-26:
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Phylogenetischer Baum von BAHD-Acyltransferasen inklusive LaAT1 und LaAT2,
erstellt nach der Neighbour-Joining-Methode (angelehnt an D’Auria, 2006). Die
Abkurzungen werden im Folgenden erldutert (in Klammern ist jeweils die GenBank-

Akzessionsnummer angegeben).

AtAT: Arabidopsis thaliana Acyltransferase (NP_197782)2; AtCER2: A. thaliana CER2-Protein, Biosynthese
von C30-Wachsen (AAM64817)1; AtCHAT: A. thaliana (Z)-3-Hexen-1-ol-O-acetyltransferase (AAN09797);
AtHCT: A. thaliana Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat/Chinat-hydroxycinnamoyltransferase (NP_199704);
AsHHT1: Avena sativa Hydroxycinnamoyl-CoA:Hydroxyanthranilat-N-hydroxycinnamoyltransferase
(BAC78633); CaPun1: Capsicum annum Pun1-Protein, Biosynthese von Capsaicin (AAV66311)1; CbBEAT:
Clarkia breweri Benzylalkohol-O-Acetyltransferase (AAC180262); CbBEBT: C. breweri Benzoyl-
CoA:Benzylalkohol-O-benzoyltransferase (AAN09796); CmAAT1-4: Cucumis melo Alkoholacyltransferase
(CAA94432, AAL77060, AAW51125, AAW51126); CrDAT: Catharanthus roseus Deacetylvindolin-4-O-
acetyltransferase  (AAC99311); CrMAT: C. roseus Minovincinin-19-hydroxy-O-acetyltransferase
(AAO13736); DcHCBT: Dianthus caryophyllus Anthranilat-N-hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase
(CAB06430); Dm3MAT1-2: Dendranthema x morifolium Anthocyanidin-3-O-glucosid-6"-O-malonyl-
transferase (AAQ63615, AAQ63616); Dv3MAT: Dahlia variabilis Malonyl-CoA:Anthocyanidin-3-O-glucosid-
6”-O-malonyltransferase (AAO12206); FaSAAT: Fragaria x ananassa (Strawberry-) Alkoholacyltransferase
(AAG13130); FVVAAT: Fragaria vesca Alkoholacyltransferase (CAC09062); Gt5AT: Gentiana triflora
Anthocyan-5-Aromatenacyltransferase  (BAA74428); HvACT: Hordeum vulgare Agmatincumaroyl-
transferase (AAO73071); LaAT1 und LaAT2: Lavandula angustifolia Acyltransferasen 1 und 2 (ABI48360
und ABI48361); Lp3MAT1: Lamium purpureum Malonyl-CoA:Flavonol-3-O-glucosid-6"-O-malonyl-
transferase (AAS77404); LuaHMT/HLT: Lupinus albus Tigloyl-CoA:13a-hydroxymultiflorin/13c-hydroxy-
lupanin-O-tigloyltransferase (BAD89275); MpAAT1: Malus pumila (Pumila-) Alkoholacyltransferase
(AAU14879); MsBanAAT: Musa sapientum (Banana-) Alkoholacyltransferase (CAC09063); NtBEBT:
Nicotiana tabacum Benzoyl-CoA: Benzylalkohol-O-benzoyltransferase (AAN09798); NtHCT: N. tabacum
Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat/Chinat-Hydroxycinnamoyltransferase (CAD47830); NtHQT: N. tabacum
Hydroxycinnamoyl-CoA:Chinat-Hydroxycinnamoyltransferase (CAE46932); NtMAT1: N. tabacum Malonyl-
CoA:Flavonoid/Naphtol-Glucosid-Acyltransferase  (BAD93691); Pf3AT: Perilla frutescens Hydroxy-
cinnamoyl-CoA:Anthocyanin-3-O-glucosid-6"-O-acyltransferase  (BAA93475); Pf5MAT: P. frutescens
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Anthocyanin-5-O-glucosid-6"-O-malonyltransferase (AAL50565); PhAT: Petunia hybrida Acyltransferase
(BAA93453)2; PhBPBT: P. hybrida Benzoyl-CoA:Benzylalkohol/Phenylethanol-benzoyltransferase
(AAU06226); PsSalAT: Papaver somniferum Salutaridinol-7-O-acetyltransferase (AAK73661); RhAAT1:
Rosa hybrida Alkoholacetyltransferase (AAW31948); RsVinS: Rauvolfia serpentina Vinorinsynthase
(CAD89104); Sc3MaT: Senecia cruentus Malonyl-CoA:Anthocyanidin-3-O-glucosid-6"-O-malonyl-
transferase (AAO38058); Ss5MaT1-2: Salvia splendens Malonyl-CoA:Anthocyanin-5-O-glucosid-6"-O-
malonyltransferase (AAL5065, AAR26385); TcaDBTNBT: Taxus canadensis 3'-N-Debenzoyl-2’-deoxytaxol-
N-benzoyltransferase (AAM75818); TcBAPT: Taxus cuspidata Baccatin-llI-O-phenylpropanoyltransferase
(AAL92459); TcDBAT: T. cuspidata 10-Deacetylbaccatin-111-10-O-acetyltransferase (AAF27621); TcDBBT:
T. cuspidata 2-Debenzoyl-7,13-diacetylbaccatin-lll-O-benzoyltransferase (Q9FPW3); TcTAT: T. cuspidata
Taxa-4(20),11(12)-dien-5a-ol-O-acetyltransferase (AAF34254); Vh3MAT1: Verbena x hybrida Malonyl-
CoA:Flavonol-3-O-glucosid-6"-O-malonyltransferase (AAS77404); VIAMAT: Vitis labrusca Anthraniloyl-
CoA:Methanolacyltransferase (AAW22989); ZmGlossy2: Zea mays Glossy2-Protein, Biosynthese von C32-
Wachsen (CAA61258)";

' Nur durch genetische Versuche charakterisiert. 2 Nicht charakterisiert.

Shikimisaure ab, etwas weniger gut mit Chinasaure. Da das Enzym auch die
Ruckreaktion katalysierte, also beispielsweise die Bildung von Caffeoyl-CoA aus CoA
und Chlorogensaure, durfte es eine regulative Funktion im Ligninstoffwechsel
einnehmen. Das analoge Enzym aus Arabidopsis, AtHCT, reagierte sehr ahnlich. Die
Hydroxyanthranilat-Hydroxycinnamoyltransferase aus Hafer (AsHHT1), die ebenfalls
in der gleichen Unterklasse wie LaAT1 erscheint, katalysiert die Bildung von
arttypischen Phytoalexinen, den sogenannten Avenanthramiden. Das Enzym bildet
also Amide, indem es eine Reihe von aromatischen Acyl-CoAs mit Anthranilsaure
und deren Derivaten umsetzt (Yang et al, 2004). Die unmittelbaren
phylogenetischen Nachbarn von LaAT1 sind NtHQT und DcHCBT. Das Enzym aus
Tabak (NtHQT) ist fur die Bildung von Chlorogensaure aus Caffeoyl-CoA und
Chinasaure verantwortlich. AuRerdem war dieses Enzym auch mit p-Cumaroyl-CoA
und Shikimisaure aktiv (Niggeweg et al., 2004). Die Acyltransferase aus der Nelke
(DcHCBT) katalysiert in vivo die Reaktion von Anthranilsaure und Benzoyl-CoA zum
Amid N-Benzoylanthranilat, einer Vorstufe fir die Abwehrstoffe dieser Pflanze. In
vitro war das Enzym aber nur hinsichtlich des Akzeptors Anthranilsaure spezifisch
und setzte mit hoher Geschwindigkeit auch Cinnamoyl-CoA, p-Cumaroyl-CoA und
Salicoyl-CoA um (Yang et al., 1997).

Da LaAT1 die hochste Sequenzhomologie mit den aufgefihrten Enzymen aufweist,
ist davon auszugehen, dass dieses Enzym ahnliche Reaktionen katalysiert.
Dementprechend wurden die Substrate flir die Enzymassays (Kap.B.4.4)
ausgewahilt.

Das zweite klonierte Enzym aus Lavendel, LaAT2, ist im phylogenetischen Baum
keiner der funf beschriebenen BAHD-Klassen zugeordnet. Offenbar unterscheidet

sich die Sequenz deutlich von allen bisher charakterisierten BAHD-Acyltransferasen,
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obwohl sie alle fur diese Enzyme charakteristischen Elemente aufweist. Die
Sequenzen aus Petunia hybrida PhAT und Arabidopsis thaliana AtAT, die die
hochsten Homologien in der BLAST-Datenbankabfrage aufwiesen, bilden zusammen
mit LaAT2 eine Gruppe. Womdglich handelt es sich bei den drei Enzymen um eine
neue Klasse VI von BAHD-Acyltransferasen (Abb. B-26). AtAT und PhAT sind beide
weder biochemisch noch ausreichend genetisch charakterisiert, sodass dieser
Klasse keine Funktion zugeordnet werden kann. Es ist aber bekannt, dass AtAT in
Arabidopsis notwendig ist, um einen Embryo auszubilden. Im Rahmen des
Arabidopsis SeedGenes Projektes wurden Pflanzen analysiert, in denen durch
Insertions-Mutationen Gene funktionsunfahig waren, und dadurch ein veranderter
Phanotyp bei den Samen entstand (Tzafrir et al., 2003). Wenn das zu AtAT gehorige
Gen EMB3009 (Chromosomen-Locus At5g23940) ausgeschaltet wurde, konnten
sich in den Samenanlagen keine Embryos entwickeln. Zudem sind in den
Datenbanken NCBI UniGene und Arabidopsis MPSS Genexpressionsdaten zu
EMB3009 veroffentlicht worden (Wheeler et al., 2003; Meyers et al., 2004). Danach
wird dieses Gen insbesondere in den Blluten bzw. Frichten der Pflanze exprimiert,
jedoch nicht oder kaum in Wurzeln, Blattern oder anderen vegetativen Geweben. Die
genaue Funktion oder Substrate von AtAT sind jedoch unbekannt. Folglich kann in

dieser Hinsicht auch fur LaAT2 keine Aussage getroffen werden.

4.3 Heterologe Expression

LaAT1 und LaAT2 wurden jeweils in Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae
heterolog exprimiert. Dazu wurden die offenen Leserahmen in frame in die Vektoren
pGEX4T-1 und pYES2.1 kloniert, sodass bei der bakteriellen Expression GST-
Fusionsproteine und bei der Hefeexpression Proteine mit His-Tag erzeugt wurden.
Die GST-Proteine wurden aus den Bakterienzellen, die mittels Ultraschall
aufgebrochen wurden, extrahiert und Uber Affinitatschromatographie partiell
aufgereinigt. Die Hefezellen sind mit Glaskugelchen behandelt worden, wodurch
allerdings nur etwa 20 % der Zellen aufgebrochen wurden (Abb. B-27). Der dabei

gewonnene Proteinrohextrakt wurde direkt in Enzymassays eingesetzt.
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Abb. B-27:

Mikroskopische Aufnahme (Vergrofierung 1000X) der Hefezellen nach Behandlung
mit Glaskugelchen. Dunkel erscheinende Zellen sind aufgebrochen, wahrend helle
noch unversehrt sind.

Die Auftrennung der Proteinlosungen Uber SDS-PAGE zeigt, dass die bakterielle
Expression recht gute Ergebnisse erbrachte (Abb. B-28 A-D). LaAT1-GST bildet eine

starke Bande im Bereich der berechneten Sollgré3e von 76,9 kDa, Verunreinigungen

sind wie bei den Terpensynthasen vermutlich auf die teilweise Spaltung der
Fusionsproteine zuruckzufihren (Kap. B.3.3). LaAT2-GST ist schwacher exprimiert,

aber deutlich als Bande nahe der Sollgrof3e von 75,4 kDa zu erkennen.

Abb. B-28:

A B C D E ,EAG_ C H I J
212
158 %
116 158
9.2 97,2
- e &l

55,6 55,6

427 42,7

34,6
34,6

70—

20,0
SDS-PAGE und Western Blot von Proteinlésungen aus der Expression der
potenziellen Acyltransferasen. LaAT1 (A) und LaAT2 (B) wurden als GST-
Fusionsproteine bakteriell exprimiert und partiell Uber Affinitdtschromatographie
aufgereinigt. Am Grolenstandard (Angabe in kDa) kann die Grolke der Proteine
abgeschatzt werden (C). Als Kontrolle wurde GST aus der Expression des
Leervektors pGEX4T-1 aufgereinigt (D). In Saccharomyces cerevisiae wurden als
Kontrolle das DFR-Protein der Birne (E) (ohne His-Tag) sowie LaAT1 (F) und LaAT2
(G) (beide mit His-Tag) exprimiert. Die Rohextrakte wurden auf das Gel aufgetragen.
Ein Western Blot diente zur selektiven Farbung von His-Tag-Proteinen und wurde mit

Rohextrakten aus der Hefeexpression des DFR-Proteins (H), LaAT1 (I) und LaAT2 (J)
durchgefiihrt.
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Bei der Expression der beiden Lavendel-Acyltransferasen mit S. cerevisiae war im
Rohextrakt keine zusatzliche Bande im Vergleich zur Kontrolle, einer
Dihydroflavonol-4-Reduktase (DFR) aus der Birne (Fischer et al., 2003), zu sehen
(Abb. B-28E-G). Inklusive His-Tag sollten die Grélken von LaAT1 und LaAT2
54,3 kDa bzw. 52,8 kDa betragen. Allerdings trat auch das Kontroll-Protein, das ohne
His-Tag exprimiert wurde, im Rohextrakt nicht hervor. Daher wurden in einem
Western Blot mit Antikorpern spezifisch His-Tag-Proteine angefarbt (Abb. B-28H-J).
DFR wurde dabei erwartungsgemal nicht detektiert, da es keinen His-Tag tragt.
Dagegen ist bei LaAT1 eine deutliche Bande in der erwarteten GroRe zu sehen, was
bedeutet, dass die Expression erfolgreich verlaufen war (Abb. B-28l). Im Gegensatz
dazu blieb die Bahn des LaAT2-Rohextraktes ungefarbt. Dies lasst darauf schlielen,

dass das Protein nicht exprimiert wurde.

4.4 Enzymassays

Der Vergleich der Lavendel-Sequenzen mit denen anderer, bereits charakterisierter
Acyltransferasen, erbrachte nur fir LaAT1 den Hinweis, dass es sich um eine
Hydroxycinnamoyl-Transferase handeln kénnte. LaAT2 unterscheidet sich jedoch so
stark von anderen Enzymen, dass keine Vorhersage Uber die mdglichen Substrate
getroffen werden konnte. Deshalb wurden beide Enzyme einem Substratscreening
unterzogen, in dem sowohl die bakteriell als auch die hefeexprimierten Proteine mit
verschiedenen Acyl-CoAs und Akzeptorsubstraten inkubiert wurden (Tab. B-7). Die
Auswahl der Substrate richtete sich zum einen nach der Substratakzeptanz der mit
LaAT1 verwandten Enzyme, zum anderen nach den acylierten Verbindungen, die im
Lavendeldl enthalten sind (Shellie et al., 2002).

Als Donorsubstrate wurden Acetyl-, Butyryl-, Malonyl-, Caffeoyl- und p-Cumaroyl-
CoA verwendet. Catechin, Agmatin, Tyramin, Phenethylamin und Anthranilsdure
wurden nur zusammen mit den bakteriellen Proteinen, Butyryl- und Malonyl-CoA nur
in Assays mit den Hefeexpressions-Rohextraken eingesetzt. Alle anderen
Kombinationen wurden mit beiden Proteinen inkubiert. Caffeoyl- und p-Cumaroyl-
CoA waren nicht kauflich zu erwerben und mussten enzymatisch synthetisiert
werden. Dazu wurde das Enzym 4CL (Zimtsdure- und Hydroxyzimtsaure:CoA-
Ligase) heterolog exprimiert, aufgereinigt und mit CoA, ATP sowie Kaffeesaure bzw.
p-Cumarsaure umgesetzt (Beuerle und Pichersky, 2002). Das 4CL-tragende Plasmid

wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Till Beuerle zur Verfugung gestellt. Die
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entstandene Losung wurde direkt in den Acyltransferase-Assays verwendet, die bei
30 °C fur 90 Minuten in Anlehnung an Literaturdaten durchgefuhrt wurden (Hoffmann
et al., 2003; Beekwilder et al., 2004). Als Kontrolle diente jeweils eine Probe, die
unter den gleichen Bedingungen mit dem Proteinextrakt, der aus der Expression des
Leervektors bzw. des DFR-Proteins stammte, angesetzt wurde. Anschlie3end
wurden die Umsetzungen abhangig von den Eigenschaften der theoretischen
Produkte mit unterschiedlichen Methoden analysiert. Die Assays mit flichtigen
Substraten bzw. Produkten wurden mit Diethylether extrahiert und mittels HRGC-MS
untersucht. Die Ansatze mit den nicht-flichtigen Verbindungen wurden direkt per
HPLC-ESI-MS/MS vermessen.

Tab. B-7: Akzeptor- und Donorsubstrate, die im Substratscreening der heterolog exprimierten
LaAT1 und LaAT2 eingesetzt wurden, und die verwendete Analysenmethode.

Akzeptorsubstrat Donorsubstrat Analyse der Assays

Ethanol
Hexanol
Borneol
Linalool
Acetyl-CoA

Nerol HRGC-MS
ero Butyryl-CoA

Geraniol
1-Octen-3-ol
Terpineol
Lavandulol

Chinasaure

Shikimisaure

Pelargonidin-3-glucosid Acetyl-CoA
Catechin Malonyl-CoA
Agmatin Caffeoyl-CoA
Tyramin p-Cumaroyl-CoA
Phenethylamin

Anthranilsaure

HPLC-ESI-MS/MS

Die Auswertung ergab fur einige Ansatze mit der bakteriell exprimierten LaAT1 die
Bildung neuer Produkte. Die MS- und MS/MS-Spektren bestatigten die enzymatische
Synthese von Caffeoyl- und p-Cumaroylshikimat, Caffeoyl- und p-Cumaroyltyramin
und p-Cumaroylanthranilat (Abb. B-29 und B-30). Es entstanden demnach sowohl
Ester als auch Amide von Hydroxyzimtsauren. In Caffeoyltyramin kénnte die
Hydroxy- oder Aminogruppe substituiert worden sein. In weiteren Assays wurde auch
Phenethylamin acyliert, dessen Struktur der des Tyramins ahnelt, jedoch nur eine

Aminogruppe aufweist. LaAT1 reagiert daher sehr wahrscheinlich auch in Tyramin
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mit dieser funktionellen Einheit und bildet das Amid. Es konnte dagegen nicht
bestimmt werden, welche Hydroxygruppe der Shikimisdure verestert wird. Die
Analyse mit unterschiedlichen Methoden (positive bzw. negative lonisierung) erlaubt
zudem nur die Angabe der qualitativen Ergebnisse, aber es kann keine Aussage
uber bevorzugte Substrate getroffen werden.

Die Enzymassays mit LaAT2 erbrachten keine positiven Resultate. Weder mit den
bakteriell noch mit den in Hefe exprimierten Proteinen konnte eine enzymatische

Aktivitat nachgewiesen werden.

COOH
OH H OH
HO (o] N N
L Y\/Q/ \,(\/©/
g o)
p-Cumaroylshikimat p-Cumaroylanthranilat
OH OH
o) W'
N\H/\/Qio"' N\H/\/QiOH
O O
Caffeoyltyramin Caffeoylphenethylamin

Abb. B-29: Strukturformeln einiger von LaAT1 gebildeter Verbindungen. Es ist jedoch bisher nicht
eindeutig bekannt, welche Hydroxygruppe in Cumaroylshikimat acyliert ist.

4.5 Diskussion

Durch eine PCR-basierte Strategie war es moglich, mit degenerierten Primern zwei
Acyltransferasen LaAT1 und LaAT2 aus mRNA von Lavendelbliten zu klonieren. Die
Analyse der Sequenzen ergab, dass sie alle Motive der BAHD-Acyltransferasen
enthalten, einer Superfamilie von Enzymen, die maRgeblich am Sekundarmetabolis-
mus der Pflanzen beteiligt sind (St. Pierre und De Luca, 2000).

Die Einordnung der Lavendel-Enzyme in den phylogenetischen Baum aller
charakterisierter Acyltransferasen zeigte, dass LaAT1 zu Klasse V gehért und
Ahnlichkeit zu Hydroxycinnamoyltransferasen aufweist. In der Tat akzeptierte das
Enzym p-Cumaroyl-CoA und Caffeoyl-CoA und dbertrug die Saurereste auf
Shikimisaure, Anthranilsaure, Tyramin und Phenethylamin. Das Enzym katalysierte
somit die Bildung zweier unterschiedlicher Bindungsarten, einer Esterbindung in

Shikimat und Amidbindungen in den anderen Produkten. Diese zweifache Reaktivitat
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Abb. B-30: HPLC-ESI-MS/MS-Analyse von Assays mit bakteriell exprimierter LaAT1. Das

Massenchromatogramm (A) (ESI positiv, m/z 300) bestatigt die enzymatische
Reaktion von LaAT1 mit Tyramin und Caffeoyl-CoA. Das MS2-Produktionenspektrum
von Caffeoyltyramin ([M+H]" m/z 299.8) zeigt das Fragment [Kaffeesdure-OH]" (m/z
162.9). Eine Kontrolle wurde mit dem Proteinextrakt des Leervektors unter den
gleichen Bedingungen durchgefihrt (B). Im Massenchromatogramm (C) (ESI negativ,
m/z 319) ist das Produkt aus der Umsetzung von Shikimisaure, Cumaroyl-CoA und
LaAT1 als Signal zu sehen. Das MS2-Produktionenspektrum von Cumaroylshikimat
(IM-H] m/z 318.6) zeigt die nicht-fragmentierte Ausgangsverbindung sowie die
Fragmente [Cumarsaure-H] (m/z 162.7), [Shikimisaure-H,O-H] (m/z 154.7),
[Cumarsaure-H,O-H] (m/z 144.8) und [Shikimisaure-2xH,O-H] (m/z 136.8). Die
Analyse einer entsprechenden Kontrollprobe mit dem Proteinextrakt des Leervektors
zeigt keine Signale (D).



4 Acyltransferasen in Lavandula angustifolia 95

wurde bisher bei keiner der charakterisierten BAHD- Acyltransferasen beschrieben
(Kap. A.4.3). Die mit LaAT1 verwandten Enzyme katalysieren zum einen die Bildung
von Hydroxyzimtsaureestern der Shikimi- bzw. Chinasaure und spielen eine Rolle im
Ligninstoffwechsel sowie bei der Bildung freier Chlorogensaure (Hoffmann et al.,
2003 und 2004; Niggeweg et al., 2004). Zum anderen sind sie an der Biosynthese
von Amiden der Anthranilsaure beteiligt, die als Pflanzenabwehrstoffe in Dianthus
caryophyllus und Avena sativa beschrieben sind (Yang et al., 1997 und 2004).
LaAT1 scheint eine Sonderstellung unter den Acyltransferasen einzunehmen, da es
die Spezifitat dieser Enzyme vereint und sowohl Ester als auch Amide aus den
gleichen oder ahnlichen Substraten bildet.

Unter den BAHD-Acyltransferasen befinden sich aufler den genannten nur zwei
weitere Enzyme, die die Bildung von Amiden katalysieren. Der Vertreter der Klasse
IV, die Agmatin-Cumaroyltransferase aus Hordeum vulgare (HVACT), reagiert mit p-
Cumaroyl-CoA und Agmatin (Burhenne et al., 2003). Ein Enzym aus Taxus
canadensis, die 3’-N-Debenzoyl-2’-deoxytaxol-N-benzoyltransferase (TcaDBTNBT),
ist fir eine Acylierung im letzten Biosyntheseschritt von Taxol verantwortlich (Walker
et al., 2002). Die Synthese der Tyraminderivate, die LaAT1 in vitro bildete, wurde
dagegen fur keine der BAHD-Acyltransferasen beschrieben. Die Bildung solcher
Verbindungen wird aber von einer anderen Enzymgruppe, den Tyramin-N-hydroxy-
cinnamoyltransferasen (THT) katalysiert (Facchini et al., 2002). Die Sequenzen
dieser Enzyme unterscheiden sich sehr stark von denen der BAHD-Acyltransferasen
und enthalten nicht deren typische Motive. Hydroxyzimtsaurederivate des Tyramins
sind sehr verbreitet in der Pflanzenwelt und sollen eine Reihe von physiologischen
Funktionen aufweisen. So konnten sie fur die Entwicklung von Bliten und anderen
Organen bedeutend sein, aber auch bei der Antwort auf Verwundung und fir die
Resistenz gegeniiber Ozon eine Rolle spielen. Uber die in vivo Funktion von LaAT1
lasst sich daher noch wenig aussagen.

Anders als bei LaAT1 erlaubt die Sequenz von LaAT2 keine Ruckschlisse auf
mdgliche Substrate, da sie sich von den anderen bekannten Acyltransferasen zu
stark unterscheidet. Zusammen mit den zwei homologen Proteinen aus P. hybrida
und A. thaliana durfte es sich um eine neue, sechste Klasse in der Superfamilie der
BAHD-Acyltransferasen handeln. Allerdings ist es zur Bestatigung dieser Hypothese
notwendig, die Substrate der Enzyme zu ermitteln. Die einzige Information, die Uber

die Funktion dieser potenziellen Enzymklasse bekannt ist, stammt aus der
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Untersuchung von Arabidopsis-Pflanzen, in denen das entsprechende Gen
ausgeschaltet war (Kap. 4.2). Demnach ist das Produkt der enzymatischen Reaktion
oder das Protein selbst in Arabidopsis wahrscheinlich notwendig, um eine normale
Entwicklung des Embryos zu gewahrleisten.

Dass sich LaAT2 in seiner Sequenz relativ deutlich von den Sequenzen der Enzyme
aus anderen BAHD-Klassen unterscheidet, liele sich damit erklaren, dass es
Substrate acyliert, die von den anderen BAHD-Enzymen nicht akzeptiert werden. Im
Gegensatz zu LaAT1 konnte in den Enzymassays mit LaAT2 aber bisher keine
Aktivitat nachgewiesen werden. Die Expression des Enzyms gelang lediglich in E.
coli, aber nicht in S. cerevisiae. Moglicherweise war das Enzym nach der Expression
und Aufreinigung nicht aktiv, weil es seine Funktionalitdt durch Denaturierungs-
prozesse verloren hatte. Ebenso ist denkbar, dass die Bedingungen im Enzymassay
nicht den Anforderungen des Enzyms entsprachen. Es ist aber auch mdglich, dass
das Substrat von LaAT2 im Screening nicht enthalten war, obwohl Acyltransferasen
in vitro im Allgemeinen recht unspezifisch reagieren.

Die genaue Analyse der Metaboliten von Knock-Out-Pflanzen wie z. B. der
erwahnten Arabidopsis-Mutante kdonnte wertvolle Hinweise Uber die Funktion von

LaAT2 liefern und eine biochemische Charakterisierung ermoglichen.
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1 Material

1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien von den
Firmen Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen), Fluka (Deisenhofen), Carl Roth
(Karlsruhe), VWR International (Darmstadt) und Applichem (Darmstadt) bezogen.
Geranyldiphosphat (GPP) stammte von Echelon Biosciences (Salt Lake City, USA)
und UDP-[6->H4]-Glucose von American Radiolabeled Compounds (St. Louis, USA).
[1,2-*H,]-Linalool (D.-Linalool) wurde dankenswerterweise von Prof. Dr. Schieberle
(Technische Universitat Minchen) zur Verfligung gestellt.

Die Losungsmittel Diethylether und Methanol wurden vor der Verwendung Uber eine

Vigreux-Kolonne destilliert.

1.2 Pflanzenmaterial

Lavendel-Pflanzen (Lavandula angustifolia) (Lavendel 1) wurden im lokalen Handel
erworben und bei Raumtemperatur im Labor unter den naturlichen Lichtverhaltnissen
kultiviert. Bei Bedarf wurden entsprechende Pflanzenteile geerntet. Weiterhin wurden
Bliten von Lavandula angustifolia (Lavendel 2) von Prof. Dr. Schwab
freundlicherweise zur Verfigung gestellt und bei -80 °C gelagert, sofern sie nicht
sofort verwendet wurden.

Pflanzen der Art Hyptis suaveolens wurden bei Ruhlemanns Krauter & Duftpflanzen
(Horstedt) bezogen, ebenso Samen von Fragaria vesca. Letztere wurden auf
Blumenerde ausgesat und unter standardisierten Bedingungen bei 25 °C und 16
Stunden Licht pro Tag bei einer Strahlung von 120 umol m? s™ (Fluoro-Lampen,
Osram, Augsburg) angezogen.

Erdbeerpflanzen (Fragaria x ananassa cv. Senga Sengana bzw. cv. Elsanta) wurden
im lokalen Handel und bei Kraege (Telgte) erworben und unter den gleichen
Bedingungen kultiviert.

Erdbeerfrichte der Sorte Polka wurden beim ortlichen Erwerbsanbau gepfluckt und

frisch verwendet.

1.3 Bakterien- und Hefestamme
- Escherichia  coli  Rosetta(DE3)pLysS (Novagen, Darmstadt) mit
Chloramphenicol-Resistenz (34 mg/l)
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Escherichia coli BL21(DE3)pLysS (Novagen, Darmstadt) mit Chloramphenicol-
Resistenz (34 mg/l)
Escherichia coli JIM109 (Promega, Mannheim)

Saccharomyces cerevisiae INVSc1 (Invitrogen, Karlsruhe)

1.4 Vektoren
Alle verwendeten Vektoren beinhalteten ein Ampicillin-Resistenzgen (100 mg/l).

1.4.1

1.4.2

Leervektoren

pGEM-T (Promega, Mannheim)

Primer fir Kolonie-PCR: SP6 und T7

Primer zur Sequenzierung: M13_FW und M13_REV

pGEX-4T-1 (Amersham Biosciences, Freiburg)

Primer fur Kolonie-PCR und Sequenzierung: pGEX_FW und pGEX_REV
pYES2.1 (Invitrogen, Karlsruhe)

Primer fur Kolonie-PCR: GAL1_FW oder V5CTerm_REV und Insert-spezifisch
Primer zur Sequenzierung: GAL1_FW und V5CTerm_REV

Vektoren mit Insert

pRSETB (Invitrogen, Karlsruhe) mit FaGT2 (Lunkenbein et al., 2006a)
pCRT7/CT-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe) mit 4CL (Beuerle und Pichersky,
2002)

1.5 Medien, Pufferlosungen und andere Losungen
Wassrige Losungen wurden stets mit Reinstwasser (Purelab Plus UV/UF, Ransbach-

Baumbach) angesetzt.

1.5.1

Medien

LB-Medium: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

wurden mit Wasser auf 1 | aufgeflllt, auf pH 7 eingestellt

und autoklaviert.

SOC-Medium: 20 g Trypton
5 g Hefeextrakt
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0,5 g NaCl
2,5 mM KCI
1 mM MgCl,
wurden in Wasser gelost und autoklaviert. Anschlie3end
wurde separat sterilfiltrierte Glucose zugegeben (ad 2
mM) und mit sterilem Wasser auf 1 | aufgefullt.

- SGI-Medium: 1 g Pepton
6,7 g yeast nitrogen base w/o amino acids (Difco™, BD
Diagnostics, Heidelberg)

20 mg L-Tryptophan

wurden mit Wasser auf 900 ml aufgeflllt und autoklaviert.
20 g Glucose

wurden mit Wasser zu 100 ml gel6st, sterilfiltriert und
zugegeben.

- YPGE-Medium: 5 g Glucose
10 g Pepton
10 g Hefeextrakt
wurden mit Wasser auf 970 ml aufgefullt und autoklaviert.
AbschlieRend wurden 30 ml Ethanol zugegeben.

- Agarplatten: Das entsprechende Medium (nicht autoklaviert) wurde
zusatzlich mit 15 g/l Agar versetzt, autoklaviert, nach dem
teilweisen Abklhlen ggf. mit Antibiotika versetzt und in
Petrischalen gegossen.

1.5.2 Losungen fur molekularbiologische Arbeiten

50X TAE-Puffer:

2 M Tris
1 M Essigsaure
0,05 M EDTA

10X DNA-Ladepuffer: 0,21 % Orange G

0,1 M EDTA
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1.5.3

50 % Glycerin
pH 8,0

TFB1-Puffer: 30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl,
50 mM MnCl;
100 mM RbCiI
15 % Glycerin
Mit 1 M Essigsaure wurde pH 5,8 eingestellt,

anschliel3end wurde sterilfiltriert (0,45 pym).

TFB2-Puffer: 100 mM MOPS
75 mM CaCl,
10 mM RbCI
15 % Glycerin
Mit 1 M KOH wurde pH 6,5 eingestellt, anschlieRend
wurde sterilfiltriert (0,45 um).

DNA-GroRenstandard O’GeneRuler DNA Ladder Mix (Fermentas, St. Leon-
Rot)

DNA-GroRenstandard 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs, Frankfurt am
Main)

RNase Inhibitor Gold (Peqglab Biotechnologie, Erlangen)
Deoxynukleotidtriphosphate (ANTPs) (Promega, Mannheim)

Losungen zur Proteinaufreinigung

His-Waschpuffer 1: 50 mM Natriumphosphatpuffer
300 mM NaCl
Durch Vereinigen entsprechender Volumina
Na;HPO4- und NaH;PO4-Lésungen wurde pH 7,0

eingestellt.

His-Elutionspuffer 1: His-Waschpuffer 1
150 mM Imidazol
pH 7,0
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- 8X His-Bindepuffer :

- 8X His-Waschpuffer 2:

- 4X His-Elutionspuffer 2:

10X GST-Waschpuffer:

160 mM Tris

4 M NacCl

40 mM Imidazol
pH 7,9

160 mM Tris

4 M NacCl

480 mM Imidazol
pH 7,9

80 mM Tris

2 M NaCl

1,6 M Imidazol
pH 7,9

43 mM Naz;HPO,
14,7 mM KH;PO4
1,37 M NaCl

27 mM KCI

pH 7,3

- 10X GST-Rekonstitutionspuffer: 500 mM Tris

- GST-Elutionspuffer:

-  PMSF-L6sung:

- TEK-Puffer:

pH 8,0

1X Rekonstitutionspuffer
10 mM Glutathion

0,1 M Phenylmethansulfonylfluorid in 2-Propanol

50 mM Tris

1 mM EDTA
100 mM KCI

pH 7,4



102 C Material und Methoden

- TES-B-Puffer: 50 mM Tris
1 mM EDTA
0,6 M Sorbitol
2mMDTT
pH 7,4

1.5.4 Losungen fiir SDS-PAGE

- Tris/Glycin/SDS: 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS
pH 8,3

- Farbelésung: 60 ml Wasser

20 ml Methanol
20 ml Roti-Blue (Carl-Roth, Karlsruhe)

- Entfarbeldsung: 10 % Methanol

7 % Essigsaure

- Protein-Ladepuffer: 4X Roti-Load 1 (Carl-Roth, Karlsruhe)

- ProteingréofRenmarker: Prestained Protein Marker, Broad Range
Protein Marker, Broad Range (2-212 kDa)
(New England Biolabs, Frankfurt am Main)

1.5.5 Losungen fur Western Blotting
- Blotting-Puffer: 1X Tris/Glycin-Puffer (Bio-Rad Laboratories, Munchen)
20 % Methanol

- PBS: 8,23 g/l Na;HPO4
2,35 g/I NaH2P04
4,0 g/l NaCl
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PBS/Tween: PBS
1 ml/l Tween
TBS: 6,057 g/l Tris
8,766 g/l NaCl

Alkalische Phosphatase-Puffer: 100 mM Tris
100 mM NaCl
5 mM MgCl,
pH 9,5

10X Ponceau: 20 g/l Ponceau S
300 g/l Trichloressigsaure

300 g/l Sulfosalicylsaure

Blocklosung: Roti-Block (Carl-Roth, Karlsruhe)

NBT-LOsung: 5 mg NBT (Nitrobluetetrazolium) in 100 pl 70 % DMF

BCIP-LAsung: 5 mg BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat) in 100 pl
100 % DMF

Sonstige Losungen

1000X Ampicillin: 25 mg/ml, sterilfiltriert.

1000X Chloramphenicol: 34 mg/ml Ethanol, sterilfiltriert.

1000X IPTG: 238 mg/ml, steriffiltriert.

1000X X-Gal: 50 mg/ml Dimethylformamid, sterilfiltriert.
Bradford-Losung (Bradford, 1976)

100 mg Coomassie Brilliant Blau G250 wurden in

50 ml Ethanol (95 %) geldst, mit

100 ml Phosphorsaure (85 %) versetzt und mit Wasser auf 1 | aufgefulit.



104

C Material und Methoden

1.6 Enzyme

1.6.1

Alle Restriktionsendonucleasen und entsprechende Puffer wurden von Fermentas

Restriktionsendonucleasen

(St. Leon-Rot) und New England Biolabs (Frankfurt am Main) bezogen.

1.6.2

1.6.3

Reverse Transkriptase

Superscript Il Reverse Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe)

DNA-Polymerasen

Taq DNA Polymerase, 5 u/ul (New England Biolabs, Frankfurt am Main)
REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen)
PCR Master Mix (Promega, Mannheim)

Phusion High Fidelity PCR Kit (New England Biolabs, Frankfurt am Main)
Pfu DNA Polymerase, 2-3 u/ul (Promega, Mannheim)

Sonstige Enzyme

RNase H, 5 u/ul (New England Biolabs, Frankfurt am Main)

Terminale Deoxynukleotid Transferase (TdT), 30 u/ul (Promega, Mannheim)
T4 DNA Ligase, 400 u/ul (New England Biolabs, Frankfurt am Main)

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP), 10 u/ul (New England Biolabs,

Frankfurt am Main)

1.7 Primer

Die Synthese von Primern wurde in entsalzter Qualitat bei MWG-Biotech (Ebersberg)

und Microsynth (Balgach, Schweiz) in Auftrag gegeben.

1.71

Standard-Primer

SP6: 5-CATTTAGGTGACACTATAG-3

17 5’-AATACGACTCACTATAGGG-3’
GAL1_FW 5’-AATATACCTCTATACTTTAACGTC-3
V5CTerm_REV ~ 5-ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT-3’
pGEX_FW 5-ATAGCATGGCCTTTGCAGG-3’
pGEX_REV 5’-GAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’
M13_FW 5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’

M13_REV 5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’
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1.7.2 Degenerierte Primer zur Klonierung von Terpensynthasen

In Klammern angegebene Basen zeigen an, dass diese variieren. | steht fur Inosin,

das anstatt einer Base als Modifikation eingefugt ist.

1.7.3

TerpDeg1_FW
TerpDeg2 FW
TerpDeg3_FW

TerpDeg4_REV

TerpDeg5_FW

TerpDeg6 REV

5-T(AC)CT(GC)(AC)G(AG)CA(AG)CA(GT)GG-3’
5-GA(AG)G(AG)(AT)GAA(AG)(ACT)A(CT)(AT)(CT)TIG-3’
5-GA(CT)GA(CT)(AG)T(CT)T(AG)(CT)GAT(AG)T(GCT)T
(AT)TGG-3’
5-ACCA(CT)T(GCT)(AT)GC(CT)TC(CT)(AT)(GCT)(CT)A-3’
5-ATG(CT)TICA(AG)(CT)TITA(CT)GA(AG)GC-3’
5-(CT)T(GT)CAT(AG)TA(AG)TCIGGIA(AG)I(CT)(GT)ITC-3’

Degenerierter Primer zur Klonierung von Acyltransferasen

Vgl. Kommentar in Kap. C.1.7.2.

1.7.4

ATDeg FW

5-GA(CT)TT(CT)GGITGGGG-3’

Primer zur cDNA-Synthese und RACE-PCR

O|igO(dT)1g

GRS
GR3’Nested
FaLINS_3R
FaLINS_5R
LaLIMS_3R
LaLIMS_5R1
LaLIMS_5R2
LaLINS_3R
LaLINS 5R1
LaLINS 5R2
LaBERS_3R
LaBERS_5R1
LaBERS_5R2
LaAT1_5R1
LaAT1_5R2
LaAT2_5R1

5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGT
GTTTTTTTTTTTTTTITTITT-&
5-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3
5'-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3
5’-TGGAACCCTTGATGACCTCTATCT-3’
5-TTCTGTGAAGAGATAGAGGTCATC-3’
5’-AAAGTCGATGAGAATGGTGATGAT-3’
5’-CTCAAAGGTTCCCATTGCCCAGAAGTA-3
5’-CAGAAGTAGGACTCAACAACCCG-3’
5-TGGCCACCAAGATCATAACCCTAATCAC-3’
5-TTCCACAAGCCTATCCCTCACAAATG-3’
5’-CGATATTGGCGTCAATTCCATCACCATCC-3'
5’-CGTTAGAAGAACTTCAAGAGTTCACAGAG-3’
5’-CAATGAATTGATATCCCATCTCTCG-3’
5-CTCTGTGAACTCTTGAAGTTCTTCTAACG-3'
5'-CCCACGGCCCCATATGCAC-3
5’-CGGTAGCAGATAACTCTTCCCTTC-3'
5’-GGTACAAATAAACCATCCCATCGA-3’
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LaAT2 5R2
LaAT2 5R3

5’-AACCATCCCATCGAACCGGTTG-3’
5'-ACCCGCTCCGAACACTTTCC-3'

1.7.5 Primer zur Volllangenklonierung und Herstellung der Konstrukte

FaLINS
FaLINS_UTR_FW
FaLINS_UTR_REV
FaLINS_FW
FaLINS_REV

FVNES
FVYNES_M1_FW
FYNES_REV

LaLIMS
LaLIMS_UTR_FW
LaLIMS_UTR_REV
LaLIMS_M1_FW
LaLIMS_RR_FW
LaLIMS_REV

LaLINS
LaLINS_UTR_FW
LaLINS_UTR_REV
LaLINS_M1_FW
LaLINS_RR_FW
LaLINS_REV

LaBERS
LaBERS_UTR_FW
LaBERS_UTR_REV
LaBERS_FW
LaLINS_REV

5'-CGAAAGAAATATCATCTCCCACAGC-3’
5’-AGTTCAACTCCACTTCCAGTAGTC-3
5'-TCGGATCCATGAACGTTGAAACCAAG-3
5’-TGCTCGAGCATTGATACAGTCTC-3

5'-GCGGATCCATGGCATCGTCTTCTTGGG-3’
5-CGGTCGACTTACATTGATACAGTCTCATAC-3

5’-AAAACCAACTACCCATCACAGAA-3’

5-GAGGTTATTACTTGACTGAACATTGC-3'
5’-CGGAATTCATGTCTATCATTAGCATG-3
5'-CGGAATTCGATGAAACCCGACGCTC-3'
5'-ATGCGGCCGCTTAGGGATATGGCTC-3'

5’-ATACAAAGACAAACCAAACCAACAAGC-3’
5-TCATAACTTTGATGATGGGAGAACAC-3’
5-GCGAATTCATGTCGATCAATATCAACATGC-3
5’-GCGAATTCCGACGCTCCGGAAACTAC-3
5-CGGTCGACTCATGCGTACGGCTCG-3'

5’-AGTGAGATCCTCATCTCATCTCAG-3
5’-GTAGAAATTAAGAACAGGGAGTCTAC-3
5'-GCGAATTCATGGAGGCGAGAAGGTCG-3
5’-CGGTCGACTCATGGCATATGGAAGGGTAG-3’
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LaAT1
LaAT1_UTR_FW
LaAT1_UTR_REV
LaAT1_FW
LaAT1_REV

3
LaAT1_pYES_FW
LaAT1_pYES_REV

LaAT2
LaAT2_UTR_FW
LaAT2_UTR_REV
LaAT2_FW
LaAT2_REV
LaAT2_pYES_FW
LaAT2_pYES_REV

5-CTCTCTGTCTTATCCCTCTCTAAG-3’
5'-CATACAACAAAGTCACCAAACGCAG-3’
5’-GCGGATCCATGAAGATCGAAATCAAAGAGTC-3'
5’-GTAGCGGCCGCTCAGATCTCGTAGAACAATTTC-

5’-ATGAAGATCGAAATCAAAGAGTC-3’
5’-GATCTCGTAGAACAATTTCTG-3

5'-CGAACCCAAACACATCAAATTCCC-3'
5’-AGGGAGTGAGAGAGAGAGAG-3’
5’-GACGGATCCATGGGTGAAGTTGCAAATGAC-3
5’-GTAGCGGCCGCTCAAGCCTCCATCAAGAAC-3
5'-ATGGGTGAAGTTGCAAATGAC-3
5’-AGCCTCCATCAAGAAC-3

1.8 Kits fiir molekularbiologische Arbeiten

Extraktion von RNA: RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden)

Extraktion von DNA: DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden)

Extraktion von mRNA: Oligotex mRNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)

Gelextraktion: peqGOLD Gel Extraction Kit (Peqlab Biotechnologie, Erlangen)

Perfectprep Gel Cleanup Kit (Eppendorf, Hamburg)
Extraktion von Plasmid-DNA:
Wizard Plus SV Miniprep Kit (Promega, Mannheim)

Aufreinigung von DNA aus enzymatischen Reaktionen:
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)
Montage PCR (Millipore, Schwalbach)

Ligation in den pGEM-T-Vektor:

pGEM-T Vector System | (Promega, Mannheim)
Ligation in den pYES2.1-Vektor:

pYES2.1 TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe)

Transformation von S. cerevisiae:

S. ¢. EasyComp Transformation Kit (Invitrogen, Karlsruhe)
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2 Gerate
2.1 Hochauflosende Gaschromatographie-Massenspektrometrie
(HRGC-MS)

2.1.1 Geratekonfiguration

GC: Thermo Finnigan Trace GC 2000 ultra (Thermo Finnigan,
Egelsbach)

Autosampler: Thermo Finnigan Al 3000 (Thermo Finnigan, Egelsbach)

Injektor: Split/Splitless-Injektor

Trennsaule: BPX5 (30 m x 0,25 mm, di=0,25 uym) (SGE, Darmstadt)

Massenspektrometer: Thermo Finnigan Trace DSQ (Thermo Finnigan,
Egelsbach)

lonisation: Elektronenstollionisation (EI positiv), 70 eV

Temperatur: lonenquelle 200 °C, Transferline 280 °C

Photomultiplier: 1195V

Scanrate: 500 amu/s

Datenaufnahme

und -auswertung: Xcalibur fur Windows V. 1.4 (Thermo Electron, San Jose,

USA) und NIST MS Search 2.0a

2.1.2 Methode 1: Identifizierung

Injektor: Temperatur 220 °C, 2 ul Splitless injection

Tragergas: Helium 5.0, Konstanter Druck 75 kPa

Temperaturprogramm: 40 °C (5 min isotherm), 4 °C/min bis 240 °C (25 min
isotherm)

Scanbereich: m/z 30-350

2.1.3 Methode 2: Quantifizierung

Injektor: Temperatur 200 °C, 2 ul Splitless injection

Tragergas: Helium 5.0, Konstanter Fluss 1,5 ml/min

Temperaturprogramm: 40 °C (1 min isotherm), 15 °C/min bis 250 °C (10 min
isotherm)

Scanbereich: m/z 30-400
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2.2 Chiralphasen-Gaschromatographie (Chirale GC)

Gerat GC 8000 Series (Thermo Finnigan, C. E. Instruments,
Egelsbach)

Kapillarsaule: 33 % Heptakis(2,3,6-tri-O-ethyl)-B-cyclodextrin
in OV-1701-vi (30 m x 0,25 mm, d=0,25 um)

Tragergas: Wasserstoff, 100 kPa

Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID), 220 °C

Injektor: On-column

Temperaturprogramm: 40 °C (2 min isotherm), 2 °C/min bis 50 °C, 1 °C/min bis
60 °C, 2 °C/min bis 200 °C (25 min isotherm)

2.3 Multidimensionale Gaschromatographie (MDGC)

Zur multidimensionalen Gaschromatographie wurden zwei GC 8000 Series
Gaschromatographen (Thermo Finnigan, C.E. Instruments, Egelsbach) gekoppelt.
Die Verbindung der Saulen erfolgte durch eine mechanische, ventillose, elektrisch
betriebene Verschiebeeinrichtung, das Moving-Column-Stream-Switching-System

(MCSS), das sich in einem Glasdom (desaktiviert, inert) in Saulenofen 1 befand.

Injektor: 215 °C, Splitinjektion, Splitfluss 30 ml/min
Splitverhaltnis ca. 1:15

Trennsaule 1: DBWAX (30 m x 0,32 mm, d=0,25 uym, J&W Scientific)

Tragergas 1: Wasserstoff, 165 kPa

Temperaturprogramm 1: 35 °C (5 min isotherm), 3 °C/min bis 230 °C (15 min
isotherm)

Detektor 1 (Monitor): Flammenionisationsdetektor (FID), 260 °C

Trennsaule 2 (chiral): 25 % Heptakis(2,3-di-O-methyl)-p-cyclodextrin in SE 54
(30 m x 0,25 mm, di=0,25 pm)

Tragergas 2: Wasserstoff, 98 kPa

Temperaturprogramm 2: 35 °C (8 min isotherm), 2 °C/min bis 200 °C (10 min
isotherm)

Detektor 2: Flammenionisationsdetektor (FID), 200 °C
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2.4 Multidimensionale Gaschromatographie-Massenspektrometrie

(MDGC-MS)

Wie unter 2.3 beschrieben wurden zwei Gaschromatographen (GC 8160 und GC

8130, Fisons Instruments, Dreieich) durch MCSS gekoppelt. Als zweiter Detektor

kam jedoch ein Massenspektrometer zum Einsatz.

Trennsaule 1:

Temperaturprogramm 1:

Detektor 1 (Monitor):
Transferkapillaren:

Trennsaule 2 (chiral):

Temperaturprogramm 2:

Detektor 2:

Tragergas:
Make-up-Gas:
Brennergase:
Datenaufnahme und

-auswertung:

2.5

DBWAX (30 m x 0,32 mm, dt=0,25 pm, J&W Scientific)
60 °C, 10 °C/min bis 240 °C (10 min isotherm)
Flammenionisationsdetektor (FID), 250 °C

0.25 mm I.D., unbelegt, desaktiviert, 200 °C
2,3-Diethyl-6-t-butyl-dimethyl--cyclodextrin in PS086
(25 m x 0,25 mm, d; = 0,15 uym)

60 °C (15 min isotherm), 2 °C/min bis 200 °C

Fisons Instruments MD 800 (Thermo Electron, Dreieich)
lonisation: Elektronenstofionisation (El), 70 eV
Temperatur: lonenquelle 220 °C, Transferline 300 °C
Quellendruck: 1x10™° mbar

Multiplier: 350 V

Scanbereich: m/z 38-450

Helium 5.0, Saulenkopfdruck 165 kPa

Stickstoff 5.0

Wasserstoff 5.0, Luft

Xcalibur fur Windows V. 1.4
(Thermo Electron, San Jose, USA)

Hochleistungsfliissigchromatographie-Elektrosprayionisations-

Massenspektrometrie (HPLC-ESI-MS/MS)

2.5.1 HPLC-System
Gerat:

Pumpe:
Injektor:

Injektionsvolumen: 5 pl

Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Waldbronn)
Agilent G 1311A Quaternare Pumpe
Agilent Sample Injector Model G 1313A ALS
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Trennsaule: Luna 5u C18(2) 100 A, 150 x 200 mm, 5 pym PartikelgrofRe
(Phenomenex, Aschaffenburg)

Vorsaule: Security Guard Cartridges (Phenomenex, Aschaffenburg)

FlieRmittel: A: Wasser + 0,05 % Ameisensaure

B: Acetonitril + 0,05 % Ameisensaure
Fluss: 0,2 ml/min
UV-Detektor: Agilent G 1314A VWD UV-Detektor mit variabler Wellenlange

2.5.2 Massenspektrometer

Gerat: Esquire 3000plus (Bruker Daltonik, Bremen)

Spraygas: Stickstoff, 35,0 psi

Trockengas: Stickstoff, 10,0 I/min, 300 °C

Datenaufnahme: Bruker Daltonics Esquire 5.1 (Bruker Daltonik, Bremen)
Datenauswertung Data Analysis Version 3.1 (Bruker Daltonik, Bremen)

2.5.3 Methode 1
Mit dieser Methode wurden die FaGT2-Assays und Erdbeerextrakte gemessen,

sofern negative lonisierung moglich war.

FlieRmittelgradient: 0-30 min: 5-100 % B
Saulentemperatur: 20 °C

UV-Detektion: 254 nm

Scanbereich: m/z 30-700

Polaritat: negativ

Max. Akkumulationszeit: 200 ms

lon charge control (ICC): 10000
Kapillarspannung: +4000 V

Zielmasse (Smart Parameter Setting): m/z 200

MS/MS: AutoMS2
Kollisionsgas: Helium (3,56 x 10 mbar)

Kollisionsenergie (Amplitude) 1,00V
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2.5.4 Methode 2

Mit dieser Methode wurden die FaGT2-Assays und Erdbeerextrakte gemessen, bei

denen positive lonisierung erforderlich war.

Fliel3mittelgradient:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
Scanbereich:

Polaritat:

Max. Akkumulationszeit:
lon charge control (ICC):
Kapillarspannung:

Zielmasse (Smart Parameter Setting):

MS/MS:
Kollisionsgas:

Kollisionsenergie (Amplitude)

2.5.5 Methode 3

0-30 min: 5-100 % B

20 °C

254 nm

m/z 30-700

positiv

200 ms

20000

-4000 V

m/z 200 (Nicotinsaure, DMHF)
m/z 80 (Crotonsaure)
AutoMS2

Helium (3,56 x 10 mbar)
1,00 V

Mit dieser Methode wurden die Acyltransferase-Assays gemessen, bei denen

Shikimisaure, Chinasaure und Anthranilsdure als Akzeptorsubstrate eingesetzt

wurden.
Flielmittelgradient:
Saulentemperatur:
UV-Detektion:
Scanbereich:

Polaritat:

Max. Akkumulationszeit:
lon charge control (ICC):
Kapillarspannung:
Zielmasse (Smart Parameter Setting):
MS/MS:

Kollisionsgas:

Kollisionsenergie (Amplitude)

0-30 min: 0-100 % B
25°C

254 nm

m/z 30-1000

negativ

200 ms

10000

+4000 V

m/z 400

AutoMS2

Helium (3,56 x 10 mbar)
1,00V
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2.5.6 Methode 4
Mit dieser Methode wurden die Acyltransferase-Assays gemessen, bei denen

Catechin, Agmatin und Tyramin als Akzeptorsubstrate eingesetzt wurden.

Fliel3mittelgradient: 0-30 min: 0-100 % B
Saulentemperatur: 25°C

UV-Detektion: 254 nm

Scanbereich: m/z 30-1000
Polaritat: positiv

Max. Akkumulationszeit: 200 ms

lon charge control (ICC): 20000
Kapillarspannung: -4000 V

Zielmasse (Smart Parameter Setting): m/z 400

MS/MS: AutoMS2
Kollisionsgas: Helium (3,56 x 10 mbar)
Kollisionsenergie (Amplitude) 1,00 V

2.5.7 Methode 5
Mit dieser Methode wurden die Acyltransferase-Assays gemessen, bei denen

Pelargonidin-3-glucosid als Akzeptorsubstrat eingesetzt wurde.

Fliel3mittelgradient: 0-30 min: 0-100 % B
Saulentemperatur: 25°C

UV-Detektion: 520 nm

Scanbereich: m/z 30-800

Polaritat: positiv

Max. Akkumulationszeit: 200 ms

lon charge control (ICC): 20000
Kapillarspannung: -4000 V

Zielmasse (Smart Parameter Setting): m/z 529

MS/MS: AutoMS2
Kollisionsgas: Helium (3,56 x 10 mbar)

Kollisionsenergie (Amplitude) 1,00 V
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2.6 Praparative Hochleistungsflissigchromatographie

Pumpensystem:
Degasser:
Mischkammer:
Injektor:

Trennsaule:

FlieRmittel:

Fluss:

Gradient:
Detektor:
Wellenlange:
Datenaufnahme

und -auswertung:

Analytische HPLC Maxi Star Niederdruckpumpe (Knauer, Berlin)
4-Wege-Degasser (Knauer, Berlin)

Dynamische Mischkammer (Knauer, Berlin)

Vier-Wege-Ventil Nr. 7125 (Rheodyne), Probenschleife 225 ul
Synergi 4u Fusion RP-80, 250 mm x 15 mm, 4 ym Partikelgrofie
(Phenomenex, Aschaffenburg)

A: Wasser + 0,05 % Ameisensaure

B: Acetonitril + 0,05 % Ameisensaure

5,0 ml/min

0-30 min: 15-100 % B

UV-Detektor Nr. 29815 mit variabler Wellenlange (Knauer, Berlin)
254 nm

Eurochrom 2000 (Knauer, Berlin)

2.7 Flussigszintillationszahler (LSC)

Gerat: LKB Rackbeta 1219 (Perkin-Elmer, Rodgau)
Messzeit: 5 Minuten

Reaktionsgefalle: Schraubgefalle 15 ml (Hartenstein, Wirzburg)
Szintillationscocktail: Ultima Gold XR LSC (Perkin-Elmer, Rodgau)

2.8 Sonstige Gerate

Thermocycler:

Sterile Werkbank:
Schiuttel-Inkubator:

Primus 96 advanced (Peglab Biotechnologie, Erlangen)
Waldner FAZ 3 (Waldner Laboreinrichtungen, Wangen)
GFL 3032 und 3033 (Gesellschaft fur Labortechnik,
Burgwedel)

Spektralphotometer: Specord 200 (Analytik Jena, Jena)

Zentrifugen:

Sorvall RC 5B Plus (Kendro, Hamburg)

Mini Spin 5452 (Eppendorf, Hamburg)

Eppendorf 5415R (Eppendorf, Hamburg)

Sigma 4K15 (Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz)

Ultraschall-Sonotrode: Bandelin Sonopuls, UW2200 (Bandelin electronic, Berlin)
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Thermomixer:
pH-Meter:

Blot-Kammer:

Horizontale Gelkammer:

Vertikale Gelkammer:

Spannungsquelle:

Waagen:

Vortex:
Ultraschallbad:
Wasserbad:
Mikrowelle:
Uberkopfschiittler:
Ultra-Turrax:

Rotationsverdampfer:

Autoklav:

Geldokumentation

Mikroskop:

2.9

Eppendorf Comfort (Eppendorf, Hamburg)

CG 820 (Schott Gerate, Hofheim)

mit Elektrode Inlab 423 (Mettler-Toledo, Giel3en)
Criterion-Blotter (Bio-Rad Laboratories, Minchen)

MIDI 1 Elektrophorese-Kammer (Carl Roth, Karlsruhe)
MINI Vertikal Doppel-Elektrophorese-Kammer (Carl-Roth,
Karlsruhe)

Consort E 835 (Consort nv, Turnhout, Belgien)

Sartorius 1702 (Sartorius, Goéttingen)

Scout Pro SP U 4001 (Ohaus Corporation, Pine Brook,
USA)

REAX 2000 (Heidolph Instruments, Schwabach)

RK103H (Bandelin electronic, Berlin)

HC 5/6 (Julabo Labortechnik, Seelbach)

MS-1915H (LG, Willich)

Rotator (Labinco, DG Breda, Niederlande)

T18 basic (IKA-Werke, Staufen)

Laborota 4000 mit Vakuumpumpe Rotavac (Heidolph
Instruments, Schwabach)

HST 4-5-7 (Zirbus Technology, Bad Grund)

Alpha Imager 2200 mit Alpha Ease Software

(Alpha Innotech, San Leandro, USA)

Zeiss Axioskop 2 plus (Objektiv 100X, Okular 10X) (Carl
Zeiss, Oberkochen)

mit Sony Cybershot DSC S75 (Sony Deutschland, KoIn)

Software und Internetressourcen

- SigmaPlot V. 8.02 (Systat Software, Erkrath)

- EditSeq V. 4.0 (DNASTAR, Madison, USA)

- MegAlign V. 4.0 (DNASTAR, Madison, USA)

- PrimerSelect V. 4.0 (DNASTAR, Madison, USA)
- Treeview V. 1.6.6 (Page, 1996)

- NCBI (BLAST, GenBank, UniGene)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

(Altschul et al., 1997; Schaffer et al., 2001)
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- SeedGenes Projekt http://www.seedgenes.org/
(Tzafrir et al., 2003)

- Arabidopsis MPSS http://mpss.udel.edu/at/
(Brenner et al., 2000)

- ClustalW 1.83 http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

(Thompson et al., 1994)
- SDSC Biology Work Bench http://workbench.sdsc.edu/

- CBS SignalP 3.0 Server http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
(Bendtsen et al., 2004)

- CBS TargetP 1.1 Server http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
(Emanuelsson et al., 2000)

- CBS ChloroP 1.1 Server http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/
(Emanuelsson et al., 1999)

- Predotar V. 1.03 http://urgi.infobiogen.fr/predotar/
(Small et al., 2004)

- PSORTV.6.4 http://psort.nibb.ac.jp/
(Nakai und Horton, 1999)

- CAZy Datenbank http://afmb.cnrs-mrs.fr/ICAZY/

(Campbell et al., 1997; Coutinho et al., 2003)
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3 Methoden

3.1 Allgemeine Techniken

3.1.1 Extraktion pflanzlicher mRNA und DNA

100-200 mg Pflanzenmaterial wurden in Reaktionsgefalle eingewogen, in flissigem
Stickstoff eingefroren und mit sterilen Mikro-Moérsern pulverisiert. AnschlieRend
erfolgte die Extraktion der Gesamt-RNA (tRNA) mit Hilfe des RNeasy Plant Mini Kits
(Qiagen, Hilden). Die weitere Isolierung von mRNA wurde nach Anleitung des
Oligotex mMRNA Mini Kits (Qiagen, Hilden) durchgefuhrt. Zur Isolierung von DNA
wurden gleiche Mengen an Planzenmaterial eingesetzt und der DNeasy Plant Mini

Kit (Qiagen, Hilden) verwendet.

3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

DNA-Fragmente mit bekannter und unbekannter Sequenz wurden mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Je nach Anwendung kamen
verschiedene Protokolle zum Einsatz. Standardanwendungen wie Kolonie-PCR
wurden mit einem Mastermix (REDTaq oder PCR Master Mix) durchgefuhrt,
schwierigere mit Taqg Polymerase. Reaktionen, bei denen eine hohe Genauigkeit
erforderlich ist, wie z. B. die Klonierung von Volllangen, wurden mit den
fehlerkorrigierenden (proof-reading) Enzymen Phusion oder Pfu Polymerase
angesetzt. In Tabelle C-1 sind die jeweiligen Mengen fur 25 ul-Ansatze angegeben,
die in PCR-Reaktionsgefalle pipettiert wurden. Das Volumen Wasser wurde der

Menge an Matrizen-DNA angepasst.

Tab. C-1: Pipettier-Schema fiir PCR-Reaktionen
Mastermix Taq Phusion Pfu
12,5 pl 2,5l 4 ul 5l
2X Mastermix 10X Thermopol Puffer 5X HF Puffer Pfu Puffer
- 1 yldNTPs (10 mM) | 0,5 ul dNTPs (10 mM) | 0,5 pl dNTPs (10 mM)

1 pl Vorwarts-Primer (10 pmol/pl)

1 pl Rackwarts-Primer (10 pmol/pul)

- 0,2 ul 0,25 pl 0,25 yl
Taq Polymerase Phusion Polymerase Pfu Polymerase
x JI Matrizen-DNA
y ul Wasser

5 25yl
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Die Reaktionsgefalle wurden im Thermocycler mit verschiedenen Temperatur-

programmen behandelt (Tab. C-2).

Tab. C-2: Temperaturprogramme bei der PCR
Tag/Mastermix Phusion Pfu
, 94 °C 98 °C 94 °C
Vordenaturierung . . .
2 min 2 min 2 min
Anzahl der Zyklen 33 30 30
, 94 °C 98 °C 94 °C
Denaturierung
30s 10s 30s
, . Tm=5°C Tm+3°C Tm—5°C
Primerhybridisierung
30s 20s 30s
) 72 °C 72 °C 72 °C
Elongation ) .
1 min/1 kb 25 s/1 kb 2 min/1 kb
Abschlieflende 72 °C 72°C 72°C
Elongation 5 min 5 min 5 min

Die PCR-Reaktionen bestanden aus einer Vordenaturierungsphase gefolgt von einer
bestimmten Anzahl Zyklen zur Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation
und wurden mit einer abschlieRenden Elongationsphase beendet. Die Schmelz-
temperatur der Primer (T) war malfdgeblich flr die Wahl der Primerhybridisierungs-
temperatur, wahrend die Lange des gewunschten DNA-Fragmentes die Dauer der
Elongationsphase bestimmte. In einigen Fallen wurde eine abweichende Zahl an
Zyklen gewahlt, um eine héhere Ausbeute zu erreichen bzw. eine Uberamplifizierung

und resultierende Amplifizierungsfehler zu verhindern.

3.1.3 Gelektrophorese fur DNA

Zur qualitativen und halbquantitativen Analyse von DNA wurde diese
elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt. Je nach Grolde der DNA-
Fragmente wurde ein 0,7-1,5%iges Agarosegel hergestellt, wobei gréRere
Fragmente bei niedrigeren Konzentrationen besser aufgetrennt wurden. Zu 80 ml 1X
TAE-Puffer wurde eine entsprechende Menge Agarose eingewogen und in der
Mikrowelle zum Sieden erhitzt. Nach Abkulhlen auf ca. 50 °C wurden 4 pl einer
1%igen Ethidiumbromid-Losung zugegeben und das Gel gegossen. Die zu
analysierenden Proben wurden mit DNA-Ladepuffer versetzt, aufs Gel aufgetragen

und bei einer Spannung von 10 V/cm fur 30-45 Minuten in einer horizontalen
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Gelkammer aufgetrennt. Ein Grolenstandard diente zur GréRenbestimmung und
halbquantitativen Bestimmung der DNA-Fragmente. Die Visualisierung erfolgte in
einem Geldokumentationsgerat mittels UV-Strahlung. Zur Isolierung einzelner
Fragmente wurden die entsprechenden Banden aus dem Gel ausgeschnitten und mit

einem Gelextraktionskit behandelt.

3.1.4 Subklonierung
Zur Subklonierung von PCR-Fragmenten wurde das pGEM-T-System verwendet,
das die rasche Ligation von PCR-Fragmenten mit A-Uberhang in den pGEM-T-
Vektor erlaubt. Tag-Polymerase erzeugt diesen Uberhang an allen PCR-
Fragmenten, sodass diese direkt zur Ligation eingesetzt werden konnen. Pfu oder
Phusion Polymerase erzeugen dagegen PCR-Produkte, die glatte Enden haben.
Daher wurden diese vor der Ligation nach folgendem Ansatz fir 20 Minuten auf
72 °C erhitzt, um A-Uberhénge zu erzeugen:

7 ul - PCR-Produkt (glattes Ende)

1yl 10X Thermopol-Puffer (New England Biolabs, Frankfurt am Main)

1yl dATP (2 mM) (Promega, Mannheim)

1yl Taq Polymerase
Ein Ligationsansatz wurde nach folgendem Schema pipettiert und Uber Nacht bei
4 °C inkubiert:

5ul  2X Rapid Ligation Puffer

3yl PCR-Produkt mit A-Uberhang

1yl pGEM-T Vektor

1yl T4 DNA Ligase

3.1.5 Ligation in pYES2.1

Zur Ligation in den Hefeexpressionsvektor pYES2.1 wurde das pYES2.1 TOPO TA
Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Dabei wurden 2 yl PCR-Produkt mit A-
Uberhang (Kap. C.3.1.4) mit 1 pl salt solution (Teil des Kits), 2 yl Wasser und 0,5 pl

Vektor versetzt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

3.1.6 Restriktionsverdau, Dephosphorylierung und Ligation klebriger Enden
Expressionsvektoren und das jeweilige Insert wurden mit Restriktionsenzymen

verdaut, um ,klebrige Enden® zu erzeugen, die die Ligation ermdglichten. Es wurden
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zwei unterschiedliche Restriktionsschnittstellen gewahlt, um die richtige Orientierung
bei der Ligation zu gewahrleisten. Dazu wurden in einem Ansatz jeweils zwei
Restriktionsenzyme gleichzeitig eingesetzt. Die Reaktion erfolgte in dem Puffer, der
vom Hersteller fur die Enzymkombination vorgegeben war. Der Verdau wurde in 30
MI-Ansatzen durchgefihrt, in denen mindestens 1 u Enzym/ug DNA vorlag. Nach
einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei 37 °C wurde fur 20 Minuten bei 80 °C
inaktiviert. Vektoren wurden anschlieend mit 1 pyl CIP dephosphoryliert (30 Minuten,
37 °C), um Selbstligation zu verhindern.
Die Reaktionsansatze wurden uber Gelelektrophorese aufgetrennt, und das
gewulnschte Fragment wurde aus dem Gel ausgeschnitten und extrahiert (Kap.
C.3.13).
Nach folgendem Ansatz wurde das Fragment in den Vektor ligiert:

2yl 10X T4 DNA Ligase Puffer

1yl T4 DNA Ligase

0,5ug Vektor (entsprechend einem Molanteil)
x Ml Insert (entsprechend mindestens einem Molanteil)
ad 20 yI  Wasser

Der Ansatz wurde fir 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

3.1.7 Herstellung kompetenter Escherichia coli Zellen

Es wurde eine modifizierte Rubidiumchlorid-Methode (Hanahan, 1985) angewandt,
um chemisch kompetente E. coli Zellen herzustellen. 2,5 ml einer Ubernachtkultur
des entsprechenden E. coli Stammes wurden in 250 ml LB-Medium (mit 20 mM
MgSO4 supplementiert) verdinnt und bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte (ODegoo)
von 0,4 bis 0,6 angezogen. Durch 5-minltige Zentrifugation (4500 g, 4 °C) wurden
die Zellen pelletiert und in 100 ml eiskaltem TFB1-Puffer aufgenommen. Nach
Inkubation auf Eis fur 5 Minuten wurden die Zellen ein zweites Mal abzentrifugiert
und anschlieBend in 10 ml eiskaltem TFB2-Puffer resuspendiert. Nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten auf Eis wurden die Zellen aliquotiert, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und zur spateren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.1.8 Transformation von Escherichia coli Zellen
50 ul kompetente E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 5 pl Ligationsansatz

oder 0,5 ul Plasmid-DNA vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubation von 20 Minuten
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auf Eis wurde der Transformationsansatz fur 50 Sekunden bei genau 42 °C im
Wasserbad erhitzt (Hitzeschock) und danach sofort fur 2 Minuten auf Eis gestellt.
Anschlieend wurden die Zellen mit 950 pul SOC-Medium gemischt und bei 37 °C und
600 upm fir 90 Minuten geschittelt. Ein Teil der Suspension wurde auf
vorgewarmten Agarplatten ausplattiert und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Die
Platten waren zur Selektion mit entsprechenden Antibiotika (abhangig von Zellstamm
und Vektor, Kap. C1.3 und C1.4) und im Falle des pGEM-T-Vektors zusatzlich mit
0,5 mM IPTG und 80 pug/ml X-Gal supplementiert.

3.1.9 Transformation von Saccharomyces cerevisiae-Zellen

Kompetente Zellen des Stamms S. cerevisiae INVScl wurden mit Hilfe des S.c.
EasyComp Transformation Kit (Invitrogen, Karlsruhe) transformiert. 15 ul der Zellen
wurden auf Eis aufgetaut, mit 0,5 yl Plasmid-DNA und 250 ul Solution Il (Teil des
Kits) mit dem Vortexer gut gemischt und eine Stunde lang bei 30 °C inkubiert.
Wahrend dieser Zeit wurde alle 15 Minuten erneut mit dem Vortexer gemixt.
AnschlieBend wurde der Ansatz komplett auf eine vorgewarmte SGlI-Platte

ausplattiert und 2-4 Tage bei 30 °C inkubiert, bis deutliche Kolonien zu sehen waren.

3.1.10 Uberpriifung transformierter Kolonien

Wurden Zellen mit dem pGEM-T-Vektor transformiert, so ermdglichte das Blue-
White-Screening eine erste Beurteilung, ob Kolonien das gewlnschte Plasmid
enthielten.

Zur weiteren Absicherung wurden nach Transformationen Kolonie-PCRs durch-
gefuhrt. Dazu wurde jeweils ein Teil einer Kolonie in ein PCR-Reaktionsgefal
uberfihrt, in dem bereits ein PCR-Gemisch aus Mastermix und vektorspezifischen
Primern vorlag (Kap. C.1.4 und C.3.1.2). Die Amplifikation eines Fragmentes mit

entsprechender Grol3e bestatigte die korrekte Transformation.

3.1.11 Isolierung von Plasmid-DNA

5 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika wurden mit positiven Kolonien (Kap.
C.3.1.10) angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C und 140 upm geschduttelt. Die Zellen
wurden durch 5-minutige Zentrifugation bei 5000 g pelletiert. Mit einem Miniprep-Kit
wurde die Plasmid-DNA extrahiert und per Gelelektrophorese auf Menge und

Reinheit Gberpruft.
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3.1.12 Fallung von DNA

Um DNA aus Loésungen zu féallen, wurden diese mit 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat-Losung (pH 5,2) und mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol p. a.
versetzt. Nach 10 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Losung 20 Minuten lang
bei 13000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde von der nicht sichtbaren,
pelletierten DNA vorsichtig abgezogen. Anschlieend wurde der Ruckstand mit
200 ul 70%igem Ethanol gewaschen, erneut abzentrifugiert (10 Minuten, 13000 g)
und bei 50 °C getrocknet.

3.1.13 Sequenzierung von DNA

Zur Sequenzierung wurden 10 pl Plasmid-DNA-L6sung (entspricht ca. 1 uyg DNA)
gefallt und an MWG-Biotech (Ebersberg) zur Sequenzierung eingesendet. Es wurden
vektorspezifische Primer (Kap. C.1.4) verwendet, die die Sequenzierung von beiden
Seiten des Inserts ermdglichte. Wenn dabei die Sequenzinformation aufgrund der
InsertgroRe nicht vollstandig gelesen werden konnte, so wurden weitere

Sequenzierungen mit flankierenden Primern durchgeflhrt.

3.2 Klonierung von Terpensynthasen und Acyltransferasen

3.2.1 Herstellung von cDNA (RT-PCR)

Zur Herstellung von cDNA wurde mRNA aus Lavendelblattern (Lavendel 1),
Lavendelbliten (Lavendel 2) und aus Erdbeerblattern (Fragaria x ananassa cv.
Senga sengana und Elsanta sowie Fragaria vesca) in einer Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) umgeschrieben. Um samtliche mRNA

Transkripte in cDNA umzuschreiben wurde folgender Ansatz pipettiert:

11,5yl mRNA-LS6sung
1l Oligo(dT)sg-Primer (50 pmol/ul)
1yl dNTPs (10 mM)

Nach 5 Minuten bei 65 °C wurde eine Minute auf Eis abgekuhlt und die folgenden

Ldsungen zugegeben:
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4 ul  5X Superscript Il Puffer
1yl DTT (0,1 M)
0,5yl RNAse Inhibitor Gold (Peqglab Biotechnologie, Erlangen)

1yl Superscript Il Reverse Transkriptase

Die Reverse Transkription wurde fur 50 Minuten bei 50 °C durchgefuhrt und
anschlielfend durch 15-minutiges Erhitzen auf 70 °C gestoppt. Zum Abbau der
MRNA wurde abschlieRend 1 yl RNase H zugegeben und fur 20 Minuten bei 37 °C
inkubiert.

Sollte genspezifische cDNA generiert werden, wurden statt des Oligo(dT)s-Primers
0,2 yl genspezifischer Primer (10 pmol/pl) zugegeben und lediglich 15 Minuten bei
55 °C inkubiert. Nach der Behandlung mit RNase H erfolgte die Aufreinigung des

Ansatzes mit einem Kit.

3.2.2 PCR mit degenerierten Primern

Zur Klonierung eines Teilstlicks von Terpensynthasen und Acyltransferasen wurden
PCR-Reaktionen mit Taqg-Polymerase durchgefihrt (Kap. C.3.1.2). Als Primer
wurden bei den Terpensynthasen jeweils samtliche mogliche Kombinationen aus den
degenerierten Vorwarts- und Riuckwarts-Primern angewendet (Kap. C.1.7.2). Bei der
Klonierung von Acyltransferasen wurde die Kombination aus Vorwartsprimer (Kap.
C.1.7.3) und den Primern GR3’ und GR3'Nested, die an den Anker der cDNA
hybridisieren, gewahlt. Als Matrizen-DNA diente die entsprechende cDNA, die
Primerhybridisierungstemperatur betrug 43 °C bei den Terpensynthasen und 42 °C
bei den Acyltransferasen. Haufig erbrachte diese erste PCR lediglich ein sehr
schwach amplifiziertes Fragment. Die entsprechende Bande wurde aus dem Gel
extrahiert und diente als Matrize in einer zweiten PCR. Der daraus resultierende
Sequenzabschnitt wurde subkloniert und sequenziert. In Tabelle C-3 ist aufgefuhrt,
welche Primerkombinationen erfolgreich eingesetzt wurden und welche GroRe das

amplifizierte Fragment hatte.
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Tab. C-3: Primerkombinationen, die bei der Klonierung von Terpensynthasen und
Acyltransferasen erfolgreich eingesetzt wurden
cDNA 1. PCR 2. PCR FragmentgroRe Enzym
7 TerpDeg5_FW TerpDeg3_FW
Fragaria x ananassa, pbego_ pbego_ 108 bp FaLINS
Blatt TerpDeg4 REV  TerpDeg6 REV
. TerpDeg3 FW TerpDeg3 FW
Fragaria vesca, Blatt 108 bp FVLINS
TerpDeg4_REV  TerpDeg6 REV
TerpDeg5_FW
582 bp
TerpDeg6_REV
TerpDeg5_FW
Lavandel 1, Blatt bzw. LaLIMS
TerpDeg6_REV
TerpDeg3_FW
108 bp
TerpDeg6_FW
. TerpDeg5_FW TerpDeg5_FW
Lavendel 2, Blite 582 bp LaLINS
TerpDeg6_REV  TerpDeg6 REV
. TerpDeg3_FW TerpDeg3_FW
Lavendel 2, Blite 108 bp LaBERS
TerpDeg6 REV  TerpDeg6 REV
. ATDeg FW ATDeg_FW
Lavendel 2, Blite 338 bp LaAT1
GR%¥ GR?
. ATDeg FW ATDeg_FW
Lavendel 2, Blite 356 bp LaAT2
GR3¥ GRY

3.2.3 3’-Rapid Amplification of cDNA Ends (3’-RACE-PCR)

Durch PCR mit degenerierten Primern wurde nur ein Teilstlick der Gensequenz flr
die Terpensynthasen erhalten. Das 3’-Ende wurde jeweils mit Hilfe der 3’-RACE-
PCR amplifiziert. Dazu wurde eine Taq Polymerase-PCR mit einem Primer, der an
den Anker des Oligo(dT)s-Primers bindet (GR3' bei LaLIMS und LaBERS;
GR3'Nested bei LaLINS) und einem genspezifischen Primer (in Kap. C.1.7.4 jeweils
mit x_3R bezeichnet) durchgeflihrt. Als Temperatur wurde ein Touchdown-Protokoll
(Don et al.,, 1991) gewahlt, bei dem die Primerhybridisierungstemperatur in den

ersten Zyklen kontinuierlich abnahm.

Vordenaturierung: 94 °C, 2 min
1. Anzahl der Zyklen: 12
Denaturierung: 94 °C,30s

Primerhybridisierung: 68°C, -1 °C/ZykKlus, 30 s

Elongation: 72 °C, 1 min/1 kb
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2. Anzahl der Zyklen: 24
Denaturierung: 94 °C, 30 s
Primerhybridisierung: 55°C,30s
Elongation: 72 °C, 1 min/1 kb

AbschlieRende Elongation: 72 °C, 5 min

Die erhaltenen Fragmente wurden in den Vektor pGEM-T subkloniert und

sequenziert.

3.2.4 5’-Rapid Amplification of cDNA Ends (5’-RACE-PCR)

Die 5’-RACE-PCR ermdoglichte die Amplifizierung unbekannter 5’-Enden von mRNA-
Transkripten. Dazu wurde zunachst mRNA mit einem genspezifischen Primer (in
Kap. C.1.7.4 jeweils mit x_5R1 bezeichnet) zu cDNA umgeschrieben. Anschliel3end
wurde an das 3’-Ende der cDNA (entspricht dem 5-Ende des mRNA-Transkriptes)
durch eine enzymatische Reaktion mit Terminale Deoxynukleotid Transferase (TdT)
ein Oligo-(dA)-Anhang synthetisiert. Dazu wurde der folgende Ansatz fur 10 Minuten
bei 37 °C inkubiert und anschliel3end flr 10 Minuten bei 70 °C inaktiviert.

14,6 ul  Aufgereinigte cDNA
0,4yl dATP (10 mM) (Promega, Mannheim)
4yl 5X TdT-Puffer
1l TdT

AnschlieBend wurde zur Vervielfaltigung des 5-Endes folgender PCR-
Reaktionsansatz pipettiert. In den meisten Fallen war der genspezifische Ruckwarts-

Primer in verschachtelter Position zum cDNA-Synthese-Primer.

2,5ul 10X Thermopol Puffer (New England Biolabs, Frankfurt am Main)
1yl dNTPs (10 mM)
1yl Oligo(dT)g-Primer (1 pmol/pl)
1 ul Vorwarts-Primer (10 pmol/pl)
1yl Ruckwarts-Primer (10 pmol/ul)

0,2yl Tag-Polymerase
1yl Oligo(dA)-cDNA

17,3 yl  Wasser
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Im Thermocycler erfolgten zunachst die Hybridisierung des Oligo(dT)s-Primers und
die Zweitstrangsynthese. Das anschlieliende Temperaturprogramm folgte einem
Touchdown-PCR-Protokoll (Don et al., 1991). Dabei richtete sich die
Primerhybridisierungstemperatur im zweiten Teil nach der Schmelztemeratur T,, der

Primer. Entsprechend wurde die Temperatur im ersten Teil zyklusweise abgesenkt.

Vordenaturierung: 94 °C, 5 min

Hybridisierung Oligo(dT)+s: 50 °C, 2 min

Elongation (Zweitstrang): 72 °C, 40 min

1. Anzahl der Zyklen: 12
Denaturierung: 94 °C,30s
Primerhybridisierung: 68°C, — x °C/Zyklus, 30 s (x=0,4 bis 1,2 °C)
Elongation: 72 °C, 1 min/1 kb

2. Anzahl der Zyklen: 24
Denaturierung: 94 °C, 30 s
Primerhybridisierung: Tn—=5°C,30s
Elongation: 72 °C, 1 min/1 kb

Abschlieende Elongation: 72 °C, 5 min

In einigen Fallen erbrachte die 5-RACE-PCR nur ein schwach amplifiziertes
Fragment, das aus dem Gel ausgeschnitten und durch eine zweite Standard-PCR
verstarkt wurde. Zur Sequenzierung wurden die Fragmente in pGEM-T subkloniert.

Tabelle C-4 fasst die verwendeten Primer fur alle klonierten Enzyme zusammen.

3.2.5 Klonierung der Volllangen

Aus cDNA wurden mit Primern, die in der nicht-translatierten Region der Transkripte
hybridisierten (jeweils x UTR_FW und x_UTR_REV in Kap. C.1.7.4), die Volllangen
der Enzyme durch PCR mit den fehler-korrigierenden DNA-Polymerasen Phusion
oder Pfu amplifiziert (Kap. C.3.1.2). Die erhaltenen Fragmente wurden in den Vektor

pGEM-T subkloniert und sequenziert.
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Tab. C-4: Primer zur Durchfihrung der 5-RACE-PCR.
Transkript Primer cDNA Touchdown-PCR 2. PCR
FaLINS_5R
FaLINS FaLINS_5R N -
GR3’
LaLIMS-5R2
LaLIMS LaLIMS_5R1 -
GR?¥
LaLINS_5R2
LaLINS LaLINS_5R1 - -
- GR3'Nested
LaBERS_5R2 LaBERS_5R2
LaBERS LaBERS_5R1 - -
GR3’'Nested GR3'Nested
LaAT1_5R2 LaAT1_5R2
LaAT1 LaAT1_5R1 — -
- GRY¥ GR3'Nested
LaAT2_5R2 LaAT2_5R3
LaAT2 LaAT2_5R1 - -
- GR3’Nested GR3'Nested

3.2.6 Herstellung der Expressionskonstrukte

Aus Plasmid-DNA, die jeweils die Volllange des Enzyms enthielt, wurde der offene
Leserahmen zur bakteriellen Expression mit Restriktionsschnittstellen amplifiziert
(Tab. C-5). Dieser wurde zunachst ein weiteres Mal in pGEM-T subkloniert. Die
daraus erzeugte Plasmid-DNA wurde mit Restriktionsenzymen verdaut, und das
entstandene Teilstick wurde in den Expressionsvektor pGEX-4T-1 ligiert (Kap.
C.3.1.6). Zur Expression in S. cerevisiae wurden die PCR-Produkte direkt in den
Vektor pYES2.1 ligiert (Kap. C.3.1.5). Kompetente E. coli JM109-Zellen sind jeweils
mit dem Ligationsansatz transformiert worden. Daraus gewonnene Plasmid-DNA
wurde vollstandig sequenziert, um sicherzustellen, dass das codierende DNA-
Fragment korrekt in den Leserahmen des Expressionsvektors eingeflugt worden war.
Zur heterologen Expression wurden kompetente Zellen der Stamme E. coli
BL21(DE3)pLysS (Stamm A), E. coli Rosetta(DE3)pLysS (Stamm B) und S.
cerevisiae INVSc1 (Stamm C) transformiert (Kap. 3.1.8 und 3.1.9). Tabelle C-5 zeigt
eine Ubersicht aller Expressionskonstrukte.
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Tab. C-5: Ubersicht (ber die hergestellten Expressionskonstrukte und die verwendeten Primer
mit Angabe der Restriktionsschnittstellen.
Konstrukt Vorwarts-Primer Rickwarts-Primer Stamm'

FaLINS FaLINS_FW (BamHI) FaLINS_REV (Xhol) A
FVNES (ab Methionin 1) FVNES_M1_FW (BamHI) FVNES_REV (Sall) B
LaLIMS_M1 (vollstandig) LaLIMS_M1_FW (EcoRlI) LaLIMS_REV (Notl) A
(Ohr';:'éi'\g"fasspﬁ 0 LaLIMS_RR_FW (EcoRl) LaLIMS_REV (Notl) B
LaLINS_M1 (vollstandig) LaLINS_M1_FW (EcoRl) LaLINS_REV (Sall) B
(Oh#:'é'igfasspti " LaLINS_RR_FW (EcoRI) LaLINS_REV (Sall) B
LaBERS LaBERS_FW (EcoRl) LaBERS_REV (Sall) B
LaAT1 LaAT1_FW (BamHI) LaAT1_REV (Notl) B
LaAT1_pYES_FW LaAT1_pYES_REV C
LaAT2 LaAT2_FW (BamHlI) LaAT2_REV (Notl) B
LaAT2_pYES_FW LaAT2_pYES_REV C

'A: E. coli BL21(DE3)pLysS; B: E. coli Rosetta(DE3)pLysS; C: S. cerevisiae INVSc1

3.2.7 Sequenzierung der genomischen Sequenzen

Zur Klonierung der genomischen Sequenzen der Terpensynthasen wurde DNA aus
Blattern von Lavendel 1 und 2 mit einem Kit extrahiert. Diese DNA diente als Matrize
fur eine PCR mit Phusion und den Primern, die auch zur Klonierung der Volllangen
benutzt wurden. Die erhaltenen Fragmente wurden in pGEM-T subkloniert und
vollstandig sequenziert. Durch Alignment mit den offenen Leserahmen wurde die

Anzahl und Grol3e der Introns bestimmit.

3.3 Allgemeine biochemische Methoden

3.3.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

30 yl der jeweiligen proteinhaltigen Probe, 30 pl SDS-Losung (4 %) und 20 pl
Protein-Ladepuffer wurden gemischt. Um pelletierten Zellrickstand ebenfalls
auftragen zu kénnen, wurde zuvor eine kleine Menge in 30 ul Wasser suspendiert.
Die so vorbereiteten Proben und ein ProteingroRenmarker sind fur 10 Minuten bei
95 °C denaturiert, auf Eis gekuhlt und kurz zentrifugiert worden. Anschliel3end
wurden die Proben auf ein Tris-Glycin-Fertiggel (12 % Polyacrylamid, 1 mm Dicke,
12 Taschen) (Anamed Elektrophorese GmbH, Darmstadt-Arheiligen) aufgetragen.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einer vertikalen Gelkammer bei
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konstanter Stromstarke von 30 mA fir eine Stunde. Zur Detektion wurde das Gel
uber Nacht in Farbelosung und anschlieRend einige Stunden in Entfarbelésung

geschuttelt.

3.3.2 Western Blot

Der spezifische Nachweis der rekombinanten GST-Fusionsproteine bzw. His-Tag-
Proteine erfolgte durch Western Blots mit Anti-GST- bzw. Anti-His-Antikorpern. Die
Proteinlosungen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschlielend im
Criterion-Blotter auf eine 0,45 um Nitrocellulosemembran (Bio-Rad Laboratories,
Minchen) transferiert. Dabei lag in der mit Blotting-Puffer beflllten Kammer ein
konstanter Strom von 500 mA fur zwei Stunden vor. AnschlieBend wurden zur
Kontrolle die transferierten Proteine auf der Membran 15 Minuten lang mit Ponceau
gefarbt und mit Wasser wieder entfarbt. Um eine unspezifische Bindung von
Antikorpern zu verhindern, wurde die Membran Uber Nacht in Blocklosung und
anschlielend in einer Mischung aus 0,5 ul Anti-GST-/Anti-His-Antikorper und 500 pl
Blocklosung eine Stunde inkubiert. Auf dreimaliges Waschen mit PBS/Tween folgte
fur eine weitere Stunde eine Inkubation mit 1 pl Anti-Mouse-Antikorper in 10 ml
Blocklosung. Die Membran wurde nochmals dreimal mit PBS/Tween und zweimal mit
TBS gewaschen. Zur spezifischen Farbung der Proteine wurde eine Mischung aus
10 ml Alkalischer Phosphatase-Puffer, 66 pyl NBT- und 33 ul BCIP-Lésung auf die
Membran gegeben. Nach 5-minutiger Entwicklung im Dunkeln war die Farbung

sichtbar.

3.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der aufgereinigten Proteinlésungen wurde mit der Methode nach
Bradford bestimmt (Bradford, 1976). Dazu wurden 10-50 pl Proteinlosung mit dem
jeweiligen Elutionspuffer auf 100 pl verdinnt, mit 1 ml Bradford-Lésung versetzt und
durchmischt. Die Messung der Absorption erfolgte innerhalb von 10 Minuten im
Spektralphotometer bei 595 nm gegen einen Blindwert ohne Proteinlésung. Eine
Kalibriergerade, die mit 0-10 uyg BSA erstellt wurde, ermdglichte die Berechnung der
Proteinkonzentration.

Protein [ugl= (Ases - 0,0009)/0,0364
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3.3.4 Heterologe Expression in E. coli

Zur Expression von FaGT2 wurden E. coli BL21(DE3)pLysS-Zellen verwendet, die
bereits in einer frGheren Arbeit mit dem Expressionsplasmid pRSETB, das die
codierende Sequenz von FaGT2 enthielt, transformiert worden waren (Lunkenbein et
al., 2006a). Die Expression des Enzyms 4CL, fir das freundlicherweise ein Konstrukt
von Herrn Dr. Till Beuerle zur Verfugung gestellt wurde, erfolgte ebenfalls in diesen
Zellen. Die anderen Enzyme wurden in den Stammen, wie in Tabelle C-5
angegeben, exprimiert. Zur bakteriellen Expression des jeweiligen rekombinanten
Proteins wurden einzelne Zellen Gber Nacht in LB-Medium mit Ampicillin (100 ug/ml)
und Chloramphenicol (34 ug/ml) bei 37 °C und 120 upm angezogen. Am folgenden
Tag wurde diese Vorkultur 1:40 mit antibiotikahaltigem LB-Medium verdunnt und
unter denselben Bedingungen bis zu einer optischen Dichte (ODggg) von 0,4 bis 0,8
kultiviert. Zur Induktion der Expression wurde der Ansatz mit 1 mM IPTG versetzt
und Uber Nacht bei 16 °C und 120 upm geschuttelt. Durch 15-min(tige Zentrifugation

bei 5000 g wurden die Zellen am Folgetag geerntet und bei -80 °C eingefroren.

3.3.5 Heterologe Expression in S. cerevisiae

Eine etwa Stecknadelkopf-groe Menge an transformierten Hefe-Zellen wurde Uber
Nacht in 25 ml SGI-Medium bei 28-30 °C inkubiert, bis eine ODgg von 2 bis 4 erreicht
war (nach etwa 36 Stunden). 250 ml YPGE-Medium wurden mit dieser Starterkultur
angeimpft und bei 28-30 °C und 120 upm bis zu einer optischen Dichte von 0,8-1,2
geschuttelt. Durch Zugabe von 27 ml Galaktose-Ldsung startete die Expression, die
unter den gleichen Bedingungen fur weitere 16 Stunden andauerte. Die Zellen
wurden anschlie3end durch Zentrifugation (4000 g, 10 Minuten) geerntet.

3.3.6 Aufreinigung von FaGT2

Die partielle Aufreinigung des His-Tag-Proteins FaGT2 erfolgte Uber
Affinitatschromatographie an Talon-Harz (Clontech Laboratories, Mountain View,
USA) unter Verwendung eines leicht modifizierten Protokolls (Gravity-flow column
purification protocol) des Herstellers. Dabei wurden alle Schritte bei 4 °C
durchgefuhrt. Die abzentrifugierten und eingefrorenen Zellen aus einer 400-ml-Kultur
wurden mit gewaschenen Glasperlen (<106 ym) vermengt, mit Morser und Pistill
zerrieben und mit 30 ml His-Waschpuffer 1 extrahiert. Die Suspension wurde

zentrifugiert (10000 g, 20 Minuten) und der gewonnene Rohextrakt (Uberstand) mit
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1 g Talon-Harz vermengt, das zuvor mit His-Waschpuffer 1 aquilibriert worden war.
Nach 30-mindtiger Inkubation am Uberkopfschiittler wurde das Harz abzentrufigiert
(900 g, 5 Minuten) und zweimal mit 30 ml His-Waschpuffer 1 gewaschen.
AnschlieRend wurde das Harz in 1 ml His-Waschpuffer 1 suspendiert, auf die Saule
(Gravity-flow column) Ubertragen und mit weiteren 5 ml Puffer gewaschen.
Anschlie®end erfolgte die Elution des gebundenen Proteins durch Aufgabe von 1 ml
His-Elutionspuffer.

3.3.7 Aufreinigung von 4CL

Das mit His-Tag exprimierte Enzym 4CL wurde mit His Bind Quick 900 Kartuschen
(Novagen/Merck Biosciences, Schwalbach am Taunus) affinitatschromatographisch
aufgereinigt. Dazu wurden die aus einer 200 ml-Kultur geernteten Zellen zunachst in
8 ml His-Bindepuffer aufgenommen und durch Ultraschall (dreimal 30 Sekunden lang
bei 15 % Energie) aufgebrochen. Durch 20-minutige Zentrifugation bei 10000 g
wurde der Rohproteinextrakt gewonnen, der auf die zuvor mit 6 ml His-Bindepuffer
aquilibrierte Kartusche aufgebracht wurde. Anschlie3end wurde diese mit 30 ml His-
Bindepuffer und 10 ml His-Waschpuffer 2 gewaschen. Zuletzt wurde das gebundene

Protein mit 4 ml His-Elutionspuffer 2 eluiert.

3.3.8 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Die heterolog exprimierten GST-Fusionsproteine wurden mit an Sepharose
immobilisiertem  Glutathion (GST Bind Resin, Novagen/Merck Biosciences,
Schwalbach am Taunus) partiell aufgereinigt. Alle Schritte wurden bei 4 °C
durchgefuhrt. Die tiefgefrorenen Zellen aus 800 ml Expressionskultur wurden in
30 ml GST-Waschpuffer und 200 pl PMSF-Lésung aufgetaut und, wie in Kapitel
C.3.3.7 beschrieben, mit Ultraschall behandelt und zentrifugiert. 1,5 ml GST Bind
Resin (560%ige Suspension) wurden in einem 50 ml-Zentrifugenréhrchen zweimal mit
10 ml  GST-Waschpuffer gewaschen, abzentrifugiert (800 g, 3 Minuten) und
anschlieRend mit dem Rohproteinextrakt fir 30 Minuten am Uberkopfschiittler
inkubiert. Nach Zentrifugation (800 g, 5 Minuten) wurde der Uberstand verworfen und
das GST Bind Resin erneut dreimal mit 20 ml GST-Waschpuffer gewaschen. Das
GST-Fusionsprotein wurde in bis zu 3 Fraktionen mit je 0,75 ml GST-Elutionspuffer

eluiert, wobei die ersten beiden Fraktionen fur Enzymassays vereinigt wurden.
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3.3.9 Aufreinigung von hefeexprimierten Proteinen

Die abzentrifugierten Hefezellen wurden in einem 50 ml Zentrifugenrohrchen in 27 ml
TEK-Puffer resuspendiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen
wurden erneut durch Zentrifugation (4000 g, 5 Minuten) pelletiert und anschliel3end
in 2,5 ml eiskaltem TES-B-Puffer aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde mit
10 g gewaschenen Glasperlen (425-600 uym) versetzt und fur eine Dauer von
30 Minuten abwechselnd 30 Sekunden lang geschattelt und 30 Sekunden lang auf
Eis gestellt. Im Anschluss wurde der Zustand der Zellen im Lichtmikroskop Uberpruft.
Nach Zugabe von 2,5 ml TES-B-Puffer wurde kurz bei 800 g zentrifugiert, um die
Glasperlen abzutrennen. Der Uberstand wurde fiir weitere 20 Minuten bei 10000 g
zentrifugiert, um den Rohproteinextrakt zu erhalten, der direkt fur Enzymassys

eingesetzt wurde.

3.4 Biochemische Charakterisierung von FaGT2

3.4.1 In-vitro-Assays

Ein Standard-Assay zur Untersuchung der FaGT2-Aktivitat hatte ein Volumen von
200 pl und bestand aus 10 yl UDPG/UDPG*-Lésung (1 % 0,016 mM UDP-[6-2H1]-
Glucose und 99 % 101 mM UDP-Glucose), 1 pl Substratldsung (200 mM) und Puffer
(100 mM Tris-Cl pH 8,0, 10 % Glycerin, 5 mM, Natriumdisulfit, 5 mM 2-Mercapto-
ethanol, 50 mM MgCl,). Die Reaktion wurde durch Zugabe von aufgereinigter FaGT2
(8-30 ug Protein) gestartet und fur 30 Minuten bei 21 °C gehalten. Anschliel3end
wurden die Assays mit 1 ml Wasser-gesattigtem n-Butanol mit dem Vortexer
gemischt. Nach kurzer Zentrifugation bei 13000 g wurden 0,8 ml der Butanol-Phase
mit 4 ml Szintillationscocktail gemischt und fur 5 Minuten im Szintillationszahler
gemessen.

Um Magnesium-Kationen als Cofaktor zu testen, wurde MgCl, in acht
Konzentrationen von 0,1 bis 200 mM zugegeben, wahrend die Konzentration des
Akzeptors Zimtsaure bei 100 yM konstant blieb.

Die kinetischen Parameter K, und Vmax wurden ermittelt, indem sechs Assays mit
unterschiedlicher Akzeptor-Konzentration (20 uM bis 4 mM) durchgefihrt wurden.
Alle Assays wurden doppelt durchgefuhrt. Als Blindprobe wurde die Proteinldsung
verwendet, die aus der Expression und Aufreinigung des leeren pRSETB-Vektors

stammte.
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Die Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeit erfolgte nach folgender Formel:
V= (DPMProbe _DPIVINullwert)"IOOO

10 -DPM,pimamer - 0,8+t Mgy
\% Geschwindigkeit [nkat/mg]
t Reaktionszeit [s]
MEnzym Pro Assay eingesetzte Enzymmenge [mg]
0,8 Umrechnungsfaktor, da nur 800 von 1000 ul der
organischen Phase vermessen wurden
DPM Messwert (Zerfalle pro Minute)
DPMnuiiwert Messwert der Blindprobe
DPMwaximalwert Messwert von 1 yl UDPG/UDPG*-Lésung

Die Michaelis-Menten-Gleichung wurde durch hyperbolische Regression mit der
Software SigmaPlot erstellt.

Zur Analyse der gebildeten Produkte mittels HPLC-ESI-MS/MS (Methode 1 oder 2)
(Kap. C.2.5) wurden Standard-Assays durchgefuhrt, die jedoch keine radioaktiv
markierte UDP-Glucose enthielten und in einem 100 mM Tris-Cl-Puffer (pH 8,0) mit
50 mM MgCl, durchgefuhrt wurden. Zur spezifischen Hydrolyse von Glucose-Estern
wurde der entsprechende Assay mit 1 M NaOH alkalisiert (Endkonzentration 0,1 M),

fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieltend vermessen.

3.4.2 Inkubation und Aufarbeitung von Erdbeerfriichten

Frische, reife Erdbeerfrichte wurden mit den Substraten inkubiert, die mit dem
rekombinanten Enzym Aktivitat zeigten. Dazu wurde jeweils eine Erdbeerfrucht mit
einer Spritze an 10 verschiedenen Stellen angestochen, um insgesamt 50 pl
Substratlosung (50 mM) in der Frucht zu verteilen. Nach 24 Stunden Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die glycosidischen Verbindungen durch Festphasen-
extraktion an einer mit Amberlite XAD-2 (20-60 mesh) geflllten Glassaule isoliert.
Dazu sind die Erdbeeren mit Hilfe des Ultraturrax zerkleinert und abzentrifugiert
worden (5000 g, 15 Minuten). Der Uberstand wurde aufbewahrt und der Rickstand
zweimal mit je 20 ml Wasser extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden uber
Glaswolle filtriert und auf die mit Wasser vorkonditionierte Saule aufgetragen.

AnschlieBend wurde die Saule mit 100 ml Wasser gewaschen, im Luftstrom



134 C Material und Methoden

weitgehend trocken geblasen und mit 50 ml Diethylether eluiert. Dabei koeluierte
eine kleine Menge Wasser, die im Gegensatz zur Etherphase aufbewahrt wurde.
AbschlieBend wurden 100 ml Methanol auf die Saule gegeben. Das dabei
gewonnene Eluat wurde mit der Wasserphase vereinigt, am Rotationsverdampfer bei
40 °C auf 2 ml eingeengt und mittels HPLC-ESI-MS/MS (Methode 1 oder 2) (Kap.
C.2.5) analysiert.

3.5 Biochemische Charakterisierung von Terpensynthasen

3.5.1 Enzymassays

Ein Standard-Assay enthielt in einem Volumen von 500 ul 2-20 pg aufgereinigtes
Enzym, 50 uM Substrat (GPP, FPP oder GGPP) und eine entsprechende Menge
Puffer (25 mM Tris-Cl, pH 7,5, 5 % Glycerin, 1 mM DTT) mit Cofaktoren (10 mM
MgCly, 1 mg/ml BSA; bei LaLINS zusatzlich 1 mM MnCl,). Die Mischung wurde mit
500 ul Diethylether Uberschichtet und fir 15 bis 180 Minuten bei 23 °C inkubiert.
AnschlieBendes Vortexen stoppte die Reaktion. Nach Zugabe des internen
Standards (LaLIMS und LaBERS: 1 uyg Campher; LaLINS: 0,164 ug Ds-Linalool)
wurde die Etherphase abgenommen und es wurde ein zweites Mal mit 500 pl
Diethylether extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden im Stickstoffstrom auf etwa
300 pl eingeengt, mit Na;SO4 getrocknet und per HRGC-MS analysiert (Kap. C.3.5.2
und C.3.5.3).

Zur Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur wurde der Ansatz des
Standard-Assays bei gleichen Konzentrationen auf 100 ul verringert und vor Zugabe
des Substrates auf die jeweilige Temperatur (15 bis 50 °C) gebracht. Der optimale
pH-Wert wurde durch Assays in unterschiedlichen Puffern (25 mM MES, MOPS,
MOPSO, TAPS oder CAPSO) mit pH-Werten zwischen 4 und 10 ermittelt. Die
Abhangigkeit von zweiwertigen Kationen (Magnesium und Mangan) wurde in
Reaktionsansatzen bestimmt, in denen eine mit PD-10-Saulen (Amersham
Biosciences, Freiburg) entsalzte Enzymldsung und je funf bis sieben unterschiedliche
Konzentrationen an MgCl, (1-500 mM) und MnCl, (0,01-10 mM) eingesetzt wurden.
Als Gegenprobe dienten Ansatze ohne Salze sowie mit 1 mM EDTA.

Die kinetischen Daten wurden wie im Standardassay ermittelt, jedoch unter den
jeweils optimalen Bedingungen (LaLIMS: pH 7,0, 50 mM MgCl,, ohne BSA, 30 °C;
LaLINS: pH 7,0, 1 mM MnCl,, 30 °C; LaBERS: pH 8,0, 50 mM MgCl,, 30 °C) mit

sieben unterschiedlichen Substratkonzentrationen.
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Nach Analyse der Assays (Kap. C.3.5.3) wurde die Geschwindigkeit nach folgender
Formel berechnet:

¥ — Meoguq 1000000

Ilerodukt ' t ’ rnEnzym

Vv Geschwindigkeit [pkat/mg]

Mprodukt Gebildete Produktmenge [ug] (Kap. C.3.5.3)
Mprodukt Molare Masse des Produktes [g/mol]

t Reaktionszeit [s]

MEnzym Pro Assay eingesetzte Enzymmenge [mg]

Die Erstellung der Michaelis-Menten-Kinetik erfolgte durch hyperbolische Regression
mit der Software SigmaPlot.

Alle Bestimmungen wurden doppelt durchgefuhrt. Als Blindprobe diente ein Ansatz
mit Proteinlésung, der aus der Expression und Aufreinigung von mit dem Leervektor

transformierten Zellen stammte.

3.5.2 Identifizierung der Enzymprodukte

Die Identifizierung fast aller enzymatisch gebildeten Terpene (Limonen, a-Pinen, (-
Pinen, a-Phellandren, B-Myrcen, Camphen, Terpinolen, Sabinen, Linalool) erfolgte
durch HRGC-MS-Analyse (Methode 1) (Kap. C.2.1) und Abgleich von Retentionszeit
und Massenspektren mit Standardsubstanzen. Das von LaBERS gebildete frans-a-
Bergamoten wurde durch Vergleich mit einem Etherextrakt aus Blattern von Hyptis
Suaveolens identifiziert.

Die anderen Produkte konnten lediglich durch Abgleich ihrer linearen
Retentionsindizes (LRI, auch Kovat’s Index) mit in der Literatur angegebenen Werten
zugeordnet werden. Dazu wurde ein Gemisch aus aliphatischen
Kohlenwasserstoffen (C8 bis C32, Retention Index Standard, Sigma-Aldrich Chemie,
Taufkirchen) mit der gleichen gaschromatographischen Methode analysiert. Die
Retentionszeiten der Kohlenwasserstoffe entsprechen per Definition jeweils dem
Hundertfachen ihrer Kettenlange, also die Retentionszeit von Decan (C10) dem Wert
1000. Dementsprechend wurden den analysierten Enzymprodukten abhangig von

ihren Retentionszeiten charakteristische LRI-Werte zugeordnet.
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Die Chiralitat wurde durch Chiralphasen-GC (LaLIMS, LaLINS, LaBERS) (Kap.
C.2.2), MDGC (FVNES) (Kap. C.2.3) oder MDGC-MS (FaLINS) (Kap. C.2.4) ermittelt,

indem die Produkte mit Enantiomeren-angereicherten Standards verglichen wurden.

3.5.3 Quantifizierung der Enzymprodukte

Zur Quantifizierung wurden die Extrakte aus den Enzymassays mittels HRGC-MS
(Methode 2) (Kap. C.2.1) analysiert.

Bei der Bestimmung der enzymatisch gebildeten Linaloolmenge wurde D»-Linalool
als interner Standard eingesetzt. Da das verwendete Dy-Linalool mit 6 %

unmarkiertem Linalool verunreinigt war, erfolgte die Berechnung nach folgender

Formel:
L Am/z121 —0,06-Am,2123 Mo, Linalool
A3 ?
MLinalool Masse des gebildeten Linalools
MD2-Linalool Masse des D,-Linalools (interner Standard)
Anyz121 Peakflache des Linalools bei m/z 121
Anm/z123 Peakflache des Linalools bei m/z 123

Zur Berechnung der absoluten Produkimenge der anderen gebildeten Terpene
wurden zunachst die Responsefaktoren bestimmt. Dazu wurde eine Losung mit
gleicher Konzentration an internem Standard (Campher) und den zu bestimmenden
Substanzen analysiert. Das Verhaltnis der Peakflachen des internen Standards zu
den Produkten ergab die Responsefakoren. Dabei wurde flr den Faktor von a-
Cedren das Totalionenchromatogramm ausgewertet, flr die Faktoren der anderen

Verbindungen jeweils die lonenspur m/z 93.

a-Pinen: 0,06960 Sabinen: 0,08709
Camphen: 0,09718 B-Pinen: 0,09558
Limonen: 0,18149 B-Myrcen: 0,14188
a-Phellandren: 0,07500 Terpinolen: 0,18607

a-Cedren: 1,4186
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Eine unbekannte Menge enzymatisch gebildeten Produkts wurde Uber die folgende

Formel berechnet:

Mprogukt = %'mISTD -F
Mproukt Masse des Produktes
MisTD Masse des internen Standards
Aprodukt Peakflache des Produktes
Aistp Peakflache des internen Standards
F Responsefaktor

Da trans-a-Bergamoten nicht als Reinsubstanz erhaltlich war, wurde zur

Quantifizierung der Responsefaktor von a-Cedren verwendet.
Die relative Produktkonzentration wurde jeweils aus den absoluten Konzentrationen

berechnet, indem der hdchste Wert auf 100 % gesetzt wurde.

3.5.4 Extrakte aus Lavendel und Hyptis suaveolens

Etwa 0,5g Pflanzenmaterial (Bliten von Lavendel 2 und Blatter von Hyptis
suaveolens) wurden mit 2 ml n-Hexan sehr gut vermischt. AnschlieRend wurde
abzentrifugiert und der klare Extrakt auf etwa 500 yl eingeengt und mit HRGC-MS
(Methode 1) (Kap. C.2.1) analysiert.

3.6 Biochemische Charakterisierung von Acyltransferasen

3.6.1 Darstellung von Caffeoyl- und p-Cumaroyl-CoA

Die Substrate Caffeoyl- und p-Cumaroyl-CoA wurden nach Beuerle und Pichersky
(2002) enzymatisch hergestellt. Das notwendige Enzym 4CL (Zimtsaure- und
Hydroxyzimtsaure:CoA-Ligase) wurde heterolog exprimiert und partiell aufgereinigt
(Kap. C.3.3.7). Zunachst wurde die Aktivitat photometrisch Uberpraft. Dazu wurden
20 pl Coenzym A-Loésung (10 mM), 12,5 pl ATP-L6ésung (100 mM), 5 ug Enzym und
20 ul Substratiésung (10 mM p-Cumarsaure bzw. Kaffeesaure) mit Puffer (50 mM
Tris-Cl, pH 7,5, 2,5 mM MgCl;) auf 1 ml verdinnt. Im Photometer wurde die
Zunahme der Absorption bei 333 nm (p-Cumarsaure) bzw. 343 nm (Kaffeesaure)
beobachtet.

Zur Synthese groRerer Mengen Hydroxyzimtsaure-CoAs wurden jeweils 5 ml-

Ansatze mit 6,9 mg ATP, 3,84 mg Coenzym A, 0,41 mg p-Cumarsaure bzw. 0,45 mg
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Kaffeesaure und 50 pg Enzym in einer entsprechenden Menge Puffer Gber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Bei angenommenem, vollstandigem Umsatz entstanden
Losungen mit 0,5 mM p-Cumarsaure-CoA bzw. Kaffeesaure-CoA, die direkt fur

Enzymassays mit LaAT1 und LaAT2 eingesetzt wurden.

3.6.2 Enzymassays

Zum qualitativen Nachweis der Bildung flichtiger Verbindungen durch LaAT1 und
LaAT2 wurden Assays bestehend aus 1 pl Akzeptor-Alkohol (1 M in Hexan), 5 ul
Acetyl- oder Butyryl-CoA-L6sung (10 mM), 20 ul Proteinlésung (entsprechend 19 ug
Protein bei bakterieller Expression) und 224 pl Puffer (50 mM Tris-Cl, pH 7,5, 10 %
Glycerin, 1 mM DTT) fir 1,5 Stunden bei 30 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die
Ansatze mit 1 ml Diethylether extrahiert und die Extrakte mittels HRGC-MS (Methode
2) analysiert (Kap. C.2.1).

Die Bildung nichtfliichtiger Verbindungen durch die Acyltransferasen wurde in 20 pl-
Assays aus 2 ul Substratiésung (0,1 M), 1 ul Acetyl-CoA-Lésung (10 mM) und 16 pl
Puffer (bzw. 17 pl 0,5 mM p-Cumaroyl-CoA- oder Kaffesaure-CoA-Losung, Kap.
C.3.6.1) sowie 1 uyl Enzymlésung (entsprechend 1 pg Protein bei bakterieller
Expression) mittels HPLC-ESI-MS/MS (Methoden 3 bis 5) analysiert (Kap. C.2.5).

Als Kontrolle wurden alle Ansatze mit einem Proteinextrakt aus der analog

vollzogenen Expression des leeren Vektors durchgefluhrt.
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