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X Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Viele Verbindungen tragen zum Aroma der Erdbeere Fragaria x ananassa bei. Der
wichtigste Aromastoff ist jedoch 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (HDMF). Die
Biosynthese dieser Verbindung verlauft ausgehend von D-Fructose-1,6-diphosphat
Uber das Zwischenprodukt 4-Hydroxy-5-methyl-2-methylen-3(2H)-furanon (HMMF) zu
HDMF, welches unter Verbrauch eines Reduktionsdquivalents NADH gebildet wird.
Den letzten Schritt von HMMF zu HDMF katalysiert in der Erdbeere die Fragaria x
ananassa Enon-Oxidoreduktase (FaEO). HDMF wird nicht nur in der Erdbeere
gebildet, sondern ist auch in anderen Frichten wie der Tomate (Solanum
lycopersicum) oder Weintrauben (Vitis vinifera) nachweisbar. Das der FaEO
entsprechende Enzym in der Tomate stimmt in der Proteinsequenz zu 71 % mit FaEO
Uberein und wird als Solanum lycopersicum Enon-Oxidoreduktase (SIEO) bezeichnet.
Beide Enzyme wurden bereits kloniert und heterolog exprimiert, kinetische Daten aber
nur fir FaEO bestimmt. Da HMMF, das eigentliche Substrat von FaEO und SIEO,
reaktiv und instabil und daher fir die Aufnahme kinetischer Daten nicht geeignet ist,
wurden die Substratanaloga 2-Ethyliden-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon, 4-Hydroxy-
5-methyl-2-propyliden-3(2H)-furanon und 2-Butyliden-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-
furanon synthetisiert. SIEO wurde heterolog in Escherichia coli exprimiert und das
rekombinante Enzym mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Die maximalen
Umsatzgeschwindigkeiten und Wechselzahlen sind bei SIEO flir die drei getesteten
Substrate etwas niedriger als bei FaEO. Die Michaelis-Menten-Konstanten fir die drei
Substrate sind bei beiden Enzymen etwa gleich. Die niedrigste Michaelis-Menten-
Konstante und damit die héchste Affinitat zeigen beide Enzmye bei dem Substrat
2-Butyliden-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon mit Ky = 1,13 mM fir SIEO und
Ku = 0,82 mM fir FaEO. Die katalytische Effizienzen von SIEO und FaEO fir die
drei getesteten Substrate unterscheiden sich nur in geringem MaBe, sind aber von
SIEO etwas niedriger als die von FaEO.

Mit Hilfe von stabil transgenen Erdbeerpflanzen, in denen das fir FaEO codierende
Gen dauerhaft herabreguliert ist, sollten die Auswirkungen der Gen-Stilllegung
untersucht werden. Zunachst wurde dafir der relative HDMF-Gehalt der
Erdbeerfriichte verschiedener transgener Linien bestimmt. Nur in zwei der neun
untersuchten Linien war der HDMF-Gehalt im Vergleich zu den Kontrolllinien deutlich
reduziert. Aus den Friichten dieser zwei Linien wurden die Proteine extrahiert und eine
zweidimensionale Gelelektrophorese durchgefiihrt. Durch Vergleich des Proteoms der
transgenen Erdbeerfriichte und des Proteoms der Kontrollfriichte wurden sieben
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Proteinspots detektiert, die in ihrer Expression verandert waren. Zwei der sieben
Proteine waren in beiden verwendeten transgenen Linien deutlich herabreguliert.
Durch massenspektrometrische Analyse wurden diese Polypeptide als zwei Allozyme
oder Isoenzyme der FakEO identifiziert. Die Stilllegung des fiir FaEO codierenden Gens
hat die Expression des Proteins deutlich reduziert. Obwohl das Genom von Fragaria x
ananassa bislang noch nicht vollstdndig sequenziert ist, konnten durch
massenspektirometrische Analyse weitere regulierte Proteine als stress-induzierte
Polypeptide charakterisiert werden.

Bisher ist kein Enzym bekannt, das an der Umsetzung von D-Fructose-1,6-diphosphat
zu HMMF, dem ersten Schritt der HDMF-Biosynthese, beteiligt ist. Durch Versuche mit
Proteinrohextrakten aus Erdbeerfriichten konnte gezeigt werden, dass die Reaktion
enzymatisch katalysiert wird. Es wurden Ahnlichkeiten der Reaktionsablaufe und
Substrate mit der Umsetzung der 3-Dehydroquinat-Synthase, einem Enyzm des
Shikimatwegs, festgestellt.

Um zu kléren, ob es sich bei der Reaktion von D-Fructose-1,6-diphosphat zu HMMF
um eine durch 3-Dehydroquinat-Synthase katalysierte Nebenreaktion handelt, wurde
zunachst eine  Genexpressionsanalyse von zwei unterschiedlichen  far
3-Dehydroquinat-Synthase codierenden Gensequenz-Fragmenten aus Fragaria x
ananassa durchgefiihrt. Dabei wurde die Expression der Gene in verschiedenen
Geweben und wahrend der Fruchtreifung mittels quantitativer Polymerase-
Kettenreaktion untersucht. Wahrend die Gensequenz FaDHQS1 vor allem in Blattern,
Bluten und unreifen griinen Frichten exprimiert wurde, konnten hohe Gehalte an
FaDHQS2-Transkripten in unreifen weiBen Frichten nachgewiesen werden. Folglich
wurde der offene Leserahmen von FaDHQSZ2 kloniert und das korrespondierende
Protein heterolog in Escherichia coli exprimiert. Das rekombinante Enzym zeigte
jedoch keine 3-Dehydroquinat-Synthase-Aktivitat.

Da HDMF auch in Weintrauben gebildet wird und in dem entschlisselten Genom von
Vitis vinifera eine fir eine 3-Dehydroquinat-Synthase kodierende homologe
Gensequenz gefunden wurde, wurde auch der offene Leserahmen dieses Gens
kloniert. Das rekombinante Protein lieB sich jedoch nicht heterolog exprimieren. Somit
konnte zwar nicht der Bildungsweg von HMMF geklart werden, die Expressionsdaten
unterstitzen aber die Hypothese der zweiphasigen Bildung von Polyphenolen wéhrend
der Erdbeerfruchtreifung, deren Vorlaufer Gber den Shikimatweg synthetisiert werden.
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SUMMARY

Numerous compounds contribute to the flavour of the strawberry Fragaria x ananassa.
However, the most important flavour compound is 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-
furanone (HDMF). The biosynthesis of this substance starts with D-fructose-1,6-
diphosphate via the intermediate 4-hydroxy-5-methyl-2-methylen-3(2H)-furanone
(HMMF) to HDMF, which is formed by consumption of the reducing agent NADH. In
strawberry the last step from HMMF to HDMF is catalysed by Fragaria x ananassa
enone oxidoreductase (FaEO). HDMF accumulates not only in strawberry but is also
detected in other fruit such as tomato (Solanum lycopersicum) or grape (Vitis vinifera).
The protein sequence of the corresponding enzyme of FaEO in tomato matches the
sequence of FaEO to 71 % and is called Solanum lycopersicum enone oxidoreductase
(SIEO). Both enzymes were previously cloned and heterogously expressed, but kinetic
data were only determined for FaEO. Since HMMF, the actual substrate of FaEO and
SIEQ, is reactive and unstable and therefore not suitable for obtaining kinetic data, the
substrate analogs 2-ethylidene-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone, 4-hydroxy-5-
methyl-2-propylidene-3(2H)-furanone and  2-butylidene-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-
furanone were synthesized. SIEO was heterologously expressed in Escherichia coli
and the recombinant enzyme was purified by affinity chromatography. The maximum
reaction velocities and turnover numbers for the three tested substrates are lower for
SIEO than for FaEO. The Michaelis-Menten constants for the three substrates are
approximately the same for both enzymes. Both enzymes show the lowest Michaelis-
Menten constant and therefore the highest affinity for the substrate 2-butylidene-4-
hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone with Ky = 1,13 mM for SIEO und Ky = 0,82 mM for
FaEQ. The catalytic efficiencies of SIEO and FaEO for the three tested substrates differ
only to a minor degree, but are lower for SIEO than for FaEO.

Stable transgenic strawberry plants were generated in which the gene encoding for
FaEO was permanently downregulated. The effects caused by the knock-down of this
gene were analyzed. At first the relative HDMF content of strawberry fruit from different
transgenic lines was determined. Only in two of nine analyzed lines the HDMF-content
was clearly reduced compared to the control lines. Proteins were extracted from fruit of
these two lines and two-dimensional gel electrophoresis was carried out. Comparison
of the proteome of the transgenic lines to the proteome of the control fruit revealed
seven proteins that changed in their expression. Two of the seven protein spots were
down regulated in both transgenic lines. These polypeptides were identified as two
allozymes or isozymes of FaEO by mass spectrometric analysis. Silencing of the FaEO
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gene clearly reduced the expression of the protein. Despite the fact that the genome of
Fragaria x ananassa is not fully sequenced yet further regulated proteins could be
characterized as stress-induced polypeptides by mass spectrometric analysis.

Until now no enzyme is known which takes part in the conversion of D-fructose-1,6-
diphosphate to HMMF, the first step in HDMF biosynthesis. Experiments with raw
protein extracts from strawberries showed that the reaction is enzymatically catalyzed.
Similarities of the reaction process and the substrates with the reaction catalyzed by 3-
dehydroquinate synthase were found.

To test whether the reaction of D-fructose-1,6-diphosphate to HMMF is a side reaction
catalyzed by 3-dehydroquinate synthase, gene expression analyses of two different
Fragaria x ananassa gene fragments encoding for 3-dehydroquinate synthase were
carried out. The gene expression in different tissues and during fruit ripening was
determined by quantitative polymerase chain reaction. While gene sequence
FaDHQS1 was mainly detected in leaves, flowers and unripe green fruit, high contents
of FaDHQS2-transcripts were detected in unripe white fruits. Therefore, the FaDHQS2
open reading frame was cloned and the corresponding protein heterologously
expressed in Escherichia coli. However, the recombinant enzyme did not show 3-
dehydroquinate synthase activity.

As HDMF accumulates also in grapes and the genome of Vitis vinifera is accessible a
homologous gene sequence encoding for a 3-dehydroquinate synthase was cloned
from V. vinifera. However, the recombinant protein could not be heterologously
expressed in host organisms. Therefore, it was not possible to elucidate the formation
pathway of HDMF in detail but the expression data support the hypothesis of the two-
phase-formation of polyphenols during fruit ripening, because the precursors are
synthesized via the shikimate pathway.
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1 EINLEITUNG

1.1 Die Erdbeere
1.1.1 Botanische Einordnung

1.1.1.1 Arten und Sorten

Die Erdbeere (Fragaria) gehort zur Familie der Rosengewachse (Rosaceae) und stellt
eine eigene Gattung in der Unterfamilie Rosoideae dar. Bereits vor 2000 Jahren war
die in Europa heimische Wildform Fragaria vesca bekannt und wurde von den
Griechen und Rémern kultiviert. Die diploide Walderdbeere zeichnet sich durch ein
intensives Aroma aus, jedoch konnte bis heute die Gr6Be der Friichte nicht gesteigert
werden. Heutzutage hat die oktaploide Kulturerdbeere F. ananassa aufgrund ihrer
groBen, roten Frichte und ihres Aromas die groBte Bedeutung auf dem Weltmarkt
(Hancock, 1999). Sie entstand in der Mitte des 18. Jahrhunderts in Holland durch eine
Kreuzung der groBfruchtigen amerikanischen Erdbeere F. virginiana mit der
aromareichen Chile-Erdbeere F. chiloensis und vereint in sich die positiven
Eigenschaften der Eltern. Der franzdsische Botaniker Antoine Nicolas Duchesne
nannte sie aufgrund ihres Aromas Ananas-Erdbeere.

In den letzten zwei Jahrhunderten entstanden vor allem in Europa und Nordamerika
weit UOber tausend Sorten mit unterschiedlichen Boden- und Klimaansprichen,
verschiedenem Aussehen und Geschmack. Die in Kalifornien geziichteten Varietaten
Camarosa und Chandler werden heutzutage haufig in warmen Klimaten angebaut,
wahrend in den kalteren Klimaten die Varietat Elsanta groBe Bedeutung erlangt hat.

1.1.1.2 Morphologie

Die Erdbeere ist eine mehrjahrige, krautige Pflanze, deren Blatter, Wurzeln und
Blitenstande aus einem zentralen Vegetationskegel hervorgehen (Hancock, 1999).
Erdbeerpflanzen kdnnen sich vegetativ vermehren, indem ausgehend von den
Blattachselknospen der Mutterpflanze Auslaufer gebildet werden, die oberirdisch in
horizontaler Richtung wachsen.

Die Bluten der Erdbeere sind weiB3 und besitzen zehn Kelchblatter, finf Blutenblatter,
20 bis 30 Staubblatter und zahlreiche Stempel (Abb. 1A) (Hancock, 1999). Die
Bestaubung der Bliten erfolgt durch Insekten, insbesondere durch Honigbienen. Nach
der Bestaubung entwickeln sich die Stempel zu Nisschen, die auf dem stark
verdickten Blitenboden sitzen. Diese Nisschen sind die eigentlichen Frichte der
Erdbeere, die aus botanischer Sicht eine Sammelnussfrucht ist (Abb. 1B).
Umgangssprachlich wird hingegen meist der verdickte Blutenboden als Erdbeerfrucht
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bezeichnet. Der Blitenboden besteht aus einem weiBlichen Mark, das von einer durch
Anthocyane rotgefarbten Rinde umschlossen wird, in der die Nisschen eingebettet
sind. Die Nusschen werden durch Leitblindel mit N&hrstoffen versorgt. Sowohl die
Nisschen als auch die Leitblndel sind lignifiziert (Suutarinen et al., 1998). Im
Folgenden wird aus Griinden der Verstandlichkeit die gesamte Sammelnussfrucht, also
der verdickte Blitenboden mit den NuUsschen, als Erdbeerfrucht bezeichnet.

A B
Stempel Blitenboden

Blitenboden

Blitenblatt NUsschen

Staubblatt

Kelchblatt _
Staubblatt
Kelchblatt

Abb. 1: Aufbau der Erdbeerbliite (A) und der Erdbeerfrucht (B) (Hancock, 1999).

1.1.1.3 Fruchtwachstum und Fruchtreifung

Bezlglich des Reifeverhaltens gibt es die Einteilung in klimakterische oder nicht-
klimakterische Frichte. Klimakterische Friichte produzieren wéahrend der Reifung
Ethylen, weisen eine erhéhte Respiration auf und besitzen die Fahigkeit, nach der
Ernte nachzureifen. Bananen sind ein typisches Beispiel fir klimakterische Frichte. Da
bislang bei Erdbeeren keine der fir klimakterische Frichte typischen Merkmale
nachgewiesen wurden, zahlte man die Erdbeere zu den nicht-klimakterischen
Frichten. Neuere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass bei der Fruchtreifung
der Erdbeere geringe Mengen Ethylen nach einem charakteristischen Muster, &hnlich
wie bei der klimakterischen Tomate, produziert werden und die Respiration ansteigt
(lannetta et al., 2006). Daher scheint eine strikte Trennung in klimakterische und nicht-
klimakterische Fruchte nicht mehr zeitgemaR zu sein.

Die Entwicklung von der Blite bis zur reifen Erdbeerfrucht umfasst einen Zeitraum von
etwa 30 Tagen und I&sst sich in zwei Phasen einteilen. In der ersten Phase reifen die
NUsschen und der Blitenboden vergrdBert sich durch Zellteilung. In der zweiten Phase
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teilen sich die Zellen des Blitenbodens nicht mehr, sondern die bestehenden Zellen
vergréBern sich.

Wichtig fOr die Fruchtreifung der Erdbeere ist das Phytohormon Auxin
(Indolessigsaure), andere Hormone wie Gibberelline, Cytokinine und Abscisinsaure
scheinen dagegen einen geringen Einfluss auf das Fruchtwachstum zu haben
(Perkins-Veazie, 1995). Das Auxin wird in den NuUsschen gebildet und durch die
Leitbiindel zu den Blltenstédngeln transportiert. In weiBen Frichten und in den
Nlsschen ist der héchste Gehalt an Auxin nachweisbar. Dann nimmt der Auxingehalt
im Blltenboden stark ab und die Reifung des Blitenbodens beginnt (Given et al.,
1988). Dabei wachst der Blitenboden durch ZellvergréBerung, wobei verschiedene
Sekundarmetabolite gebildet und akkumuliert werden. Zu den wichtigsten
Sekundarmetaboliten gehdéren die farbgebenden Anthocyane und die fir das
Erdbeeraroma typischen Geruchs- und Geschmacksstoffe.

1.1.2 Aromastoffe

Die Zusammensetzung des Erdbeeraromas wurde bereits intensiv untersucht. Es wird
angenommen, dass mehr als 360 fllichtige Verbindungen zum Aroma beitragen
(Schieberle und Hofmann, 1997). Der Beitrag, den die einzelnen Verbindungen zur
Aromabildung leisten, ist jedoch sehr unterschiedlich und die Zusammensetzung des
Aromas ist sehr stark abh&ngig von der Sorte und den Wachstumsbedingungen.
Dennoch wurde in verschiedenen Studien festgestellt, dass zu den wichtigsten
Aromastoffen der Erdbeere insbesondere Ethylbutanoat, Ethylhexanoat und die
entsprechenden Methylester, (2)-3-Hexenal und 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-
furanon (HDMF) z&hlen (Larsen et al., 1992; Perez et al., 1992; Schieberle und
Hofmann, 1997). Einen Uberblick (iber einige wichtige Aromastoffe der Erdbeere und
ihre Geruchsqualitat gibt Tab. 1.

Bei der Untersuchung von  Aromakomponenten  spielt  weniger die
Aromastoffkonzentration, sondern vielmehr der eigentliche Beitrag des Stoffes zum
Aroma der Frucht eine Rolle. Um diesen Beitrag zu messen wurden verschiedene
Methoden entwickelt. Zum einen gibt es die Mdglichkeit den Aromawert einer Substanz
zu bestimmen. Der Aromawert ist definiert als der Quotient aus der Konzentration des
Aromastoffs im Lebensmittel und dessen Geruchsschwellenwert, der niedrigsten
Konzentration, bei der diese Verbindung noch als solche wahrgenommen wird. Die
nach dieser Berechnung erhaltenen Aromawerte stellen MaBangaben dar, die direkte
Vergleiche zwischen verschiedenen Aromastoffen zulassen (Rothe und Thomas,
1963).
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Tab. 1: Geruchsaktive fliichtige Verbindungen eines frischen Erdbeersaftes
(Schieberle und Hofmann, 1997)

Verbindung Geruchsqualitat
HDMF karamellartig
(2)-3-Hexenal grin
Methylbutanoat fruchtig
Ethylbutanoat fruchtig
Ethyl-2-methylbutanoat fruchtig
Ethyl-3-methylbutanoat fruchtig
Methyl-2-methylbutanoat fruchtig
Methyl-3-methylbutanoat fruchtig
2,3-Butandion butterartig
Ethyl-2-methylpropanoat fruchtig

Eine andere Mdglichkeit die Aromawirksamkeit verschiedener Substanzen zu
vergleichen ist die Aromaextraki-Verdinnungsanalyse. Dabei wird ein Aromaextrakt
kontinuierlich ~ verdinnt und durch  Gaschromatographie-Olfaktometrie  der
Verdunnungsfaktor bestimmt, bei dem eine Verbindung gerade noch erkennbar ist
(Ullrich und Grosch, 1987). Je héher dieser Verdiinnungsfaktor, auch Flavour Dilution
(FD) —Faktor genannt, ist, desto aromawirksamer ist die Substanz.

In einer Studie aus dem Jahr 1982 wurden in drei verschiedenen Erdbeersorten
(Annelie, Alaska P., Senga Sengana) die héchsten Aromawerte flr Ethylhexanoat,
Ethylbutanoat, (E)-2-Hexenal und 2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanon (DMMF)
ermittelt (Hirvi und Honkanen, 1982). Im Unterschied dazu hatten in der Walderdbeere
jedoch Ethylbutanoat, DMMF, Methylanthranilat und Myrtenol die hdéchsten
Aromawerte. Fir die in einer weiteren Studie untersuchten Frliichte der Sorte Senga
Sengana wurden als Verbindungen mit den hdchsten Aromawerten Ethylbutanoat,
Ethylhexanoat und HDMF ermittelt (Larsen und Poll, 1992). Die nachfolgende Studie
der gleichen Arbeitsgruppe, die mit sechs verschiedenen Erdbeersorten durchgefihrt
wurde, ergab, dass es sich bei HDMF, Ethylhexanoat und Linalool um Verbindungen
handelt, die unabhangig von der Sorte einen wichtigen Beitrag zum Erdbeeraroma
leisten (Larsen et al., 1992).

Die Aromaextrakt-Verdinnungsanalyse einer unbekannten Erdbeersorte ergab die
héchsten FD-Faktoren fur HDMF, (2)-3-Hexenal, Methylbutanoat, Ethylbutanoat und
Ethyl-2-methylpropanoat (Schieberle und Hofmann, 1997). Die sensorische
Untersuchung eines Modell-Erdbeersaftes, der die zwdlf wichtigsten Aromastoffe
enthielt, ergab, dass das Fehlen von HDMF und (2)-3-Hexenal in der Mischung zu
einer signifikanten Anderung des Geruchseindruckes fiihrt.
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Bei einer ahnlichen sensorischen Analyse einer Modell-Aromalésung mit wichtigen
Aromastoffen der Sorte Senga Sengana zeigte sich, dass zwar die Verbindungen mit
den hdchsten Aromawerten auch als die wichtigsten Aromastoffe angesehen werden
kénnen, jedoch auch Komponenten mit niedrigen Aromawerten zum typischen
Erdbeeraroma beitragen (Larsen und Poll, 1992).

Kein Aromastoff ist allein genommen in der Lage ein natirliches Erdbeeraroma zu
simulieren, eine sogenannte ,character impact compound® wurde fir die Erdbeere nicht
gefunden. Jedoch wurde in den genannten Studien gezeigt, dass es sich bei HDMF um
eine Verbindung handelt, die von entscheidender Bedeutung fir das natirliche Aroma
der Kultur-Erdbeersorten ist.

1.2  4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon

1.2.1 Vorkommen und Bedeutung von 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon

Erstmals wurde HDMF bei Untersuchungen zur Maillard-Reaktion von Hodge durch
Erhitzen von L-Rhamnose in Gegenwart von Piperidinacetat dargestellt (Hodge et al.,
1963). Die eindeutige Struktur von HDMF wurde jedoch erst durch die Arbeitsgruppe
um Rodin bewiesen, die aus frisch gepresstem Ananassaft eine nach ,verbrannter
Ananas* riechende Verbindung aufgrund der Massen-, IR-, NMR- und UV-Spektren als
HDMF identifizierten (Abb. 2) (Rodin et al., 1965). Diese Daten und die Struktur von
HDMF wurden kurze Zeit spater durch die Wiederholung der von Hodge 1963
beschriebenen Synthese bestatigt (Willhalm et al., 1965).

0 0
OH HOMO
0 0
HO HO
HO 0 MeQ 0 HO o) 0 HO 0 o

OH OH

/ / / /
o] ¢ 0 o]

HDMF DMMF HDMF-glucosid HDMF-malonylglucosid

Abb. 2: Strukturformeln von HDMF und seinen Derivaten. 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-
furanon (HDMF), 2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanon (DMMF), HDMF-B-D-glucopyranosid
(HDMF-glucosid) und HDMF-6’-O-malonyl-B3-D-glucopyranosid (HDMF-malonylglucosid).

Neben der Ananas wurde HDMF in den darauffolgenden Jahren in vielen weiteren
Frichten nachgewiesen. In der Erdbeere wurde HDMF erstmals 1970 beschrieben
(Sundt, 1970), einige Jahre spater auch in der arktischen Moosbeere (Kallio, 1976).
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Des Weiteren ist HDMF in Himbeeren (Honkanen et al., 1980) und in Weintrauben
(Rapp et al., 1980) enthalten. Auch in Mangos (Pickenhagen et al., 1981) und in
Tomaten (Buttery et al., 1994) wurde HDMF nachgewiesen.

Das methylierte Derivat von HDMF, 2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanon, tragt
insbesondere zum Aroma der Walderdbeere F. vesca bei (Pyysalo et al., 1979). In
vielen der genannten Fruchte liegt HDMF in gebundener und somit stabilisierter Form
als HDMF-B-D-glucopyranosid und HDMF-6’-O-malonyl-B-D-glucopyranosid vor
(Mayerl et al., 1989; Roscher et al., 1996). HDMF und seine Derivate kommen nicht in
allen Teilen der genannten Pflanzen vor, sondern wurden bisher ausschlieBlich in
Bliten und Frichten nachgewiesen. Aus Wurzeln, Stangeln und Blattern konnte
bislang keine der Substanzen isoliert werden. In der Erdbeere nehmen die genannten
Furanone sortenunabhangig wahrend der Reifung zu und der Gesamtfuranongehalt
erreicht im Uberreifen Stadium sein Maximum (Perez et al., 1996).

HDMF liegt aber nicht nur in Pflanzen vor, sondern entsteht auch bei der thermischen
Behandlung von Lebensmitteln. In protein- und kohlenhydratreichen Lebensmitteln
kommt es durch Hitzeeinwirkung zur Maillard-Reaktion, bei der Aminoverbindungen mit
reduzierenden Zuckern Uber verschiedene Schritte zu einem komplexen Gemisch von
Verbindungen reagieren (Ledl und Schleicher, 1990). Viele dieser Verbindungen tragen
als sogenannte ,Rdstaromen® wesentlich zum Geschmack, Geruch und zur Farbe
dieser Lebensmittel bei. HDMF wurde beispielsweise in der Brotkruste (Schieberle und
Grosch, 1994), in frisch aufgebriihtem Kaffee (Blank et al., 1992) und in Popcorn
(Schieberle, 1991) detektiert. Des Weiteren entsteht HDMF auch bei der Fermentation
von Lebensmitteln mit Mikroorganismen wie der K&seherstellung (Preininger und
Grosch, 1994). Interessanterweise wurde HDMF auch im ménnlichen Sexualhormon
der Schabe Eurycotis floridana identifiziert (Farine et al., 1994).

HDMF ist aufgrund seiner Geruchs- und Geschmackseigenschaften von groBem
Interesse fUr die Lebensmittelindustrie, die es zur Aromatisierung verschiedener
Lebensmittel verwendet. In industrielem MaBstab wird HDMF heutzutage
hauptsachlich ausgehend von 3-Hexin-2,5-diol nach der von Re entwickelten
chemischen Synthese produziert (Re et al., 1973). Eine Alternative zur Herstellung von
HDMF stellt die chemisch-enzymatische Methode der Arbeitsgruppe von Newman dar,
bei der im ersten Schritt p-Xylen enzymatisch durch eine Dioxygenase zu
(2)-Cyclohexadiendiol umgesetzt wird und bei der anschlieBenden Ozonolyse durch
Ring6ffnung HDMF entsteht (Newman et al., 2004).
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1.2.2 Eigenschaften

HDMF besitzt ein asymmetrisches Kohlenstoffatom an Position C-2 und ist daher eine
chirale Verbindung. Der fur enzymatische Reaktionen typische Enantiomeren-
Uberschuss ist bei der Isolierung von HDMF aus pflanzlichen Quellen jedoch nicht
nachweisbar, was auf eine Racemisierung durch Keto-Enol-Tautomerie
zurtckzufuhren ist (Bruche et al.,, 1991; Raab et al., 2003). Durch die Enol-Struktur
kann HDMF in vier tautomeren Formen dargestellt werden, allerdings konnten die
Dienol- und die Diketo-Form bisher nicht isoliert werden (Abb. 3) (Rodin et al., 1965).

/ A\
O

Dienol-
Form

O

Diketo-
Form

0 OH
s QN
Q 0 HO, OH
HO o)
~ L
o)

Abb. 3: Tautomere Grenzstrukturen von HDMF

HDMF liegt in Reinstform kristallin vor und ist sehr gut wasserléslich. In Gegenwart von
Luftsauerstoff ist die Verbindung auBerst instabil und es lassen sich schnell oxidative
Zersetzungsreaktionen feststellen. Die Lagerfahigkeit kann unter Stickstoffatmosphare
und bei niedrigen Temperaturen verbessert werden (Henry und Silverstein, 1966).
Auch in wassriger Ldsung finden Zersetzungsvorgange statt, allerdings ist die
Geschwindigkeit der Zersetzung anhangig vom pH-Wert der Lésung. Im Sauren ist
HDMF wesentlich stabiler als im Neutralen (Hirvi et al., 1980). Die geringe Stabilitat
gestaltete den Nachweis von HDMF zum Teil sehr schwierig. Deswegen war HDMF bei
frihen gaschromatographischen Untersuchungen mit hohen Temperaturen und aktiven
Oberflachen der Trennsdulen schlecht detektierbar. Durch Messung mit ,fused silica®
Kapillarsdulen wurden die Ergebnisse deutlich verbessert (Blank et al., 1992; Schwab
et al., 1997). Die unterschiedlichen Ergebnisse von Untersuchungen des gleichen
Lebensmittels durch verschiedene Arbeitsgruppen sind zum Teil auch auf die geringe
Stabilitdt von HDMF zurlckzufiihren, da HDMF bei Anwendung bestimmter
Aufreinigungsmethoden zerstért werden kann. Zum anderen kann durch
Hitzeeinwirkung bei der Aufarbeitung HDMF auch erst gebildet werden. Dies erschwert
den quantitativen Nachweis von HDMF in Lebensmitteln.
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Der Geruchseindruck von HDMF wurde abhéngig von der Konzentration recht
unterschiedlich beschrieben, in hdheren Konzentrationen als karamellartig und suB, in
niedrigeren Konzentrationen als fruchtig nach Ananas oder Erdbeere riechend (Re et
al., 1973). Die Geruchseigenschaften sind auch abhangig von den vorliegenden
Enantiomeren des HDMF. Das (-)-Enantiomer riecht stark stBlich und karamellartig,
das (+)-Enantiomer hinterlasst einen insgesamt schwacheren und weniger siBen
Geruchseindruck (Bruche et al., 1995). HDMF besitzt einen sehr niedrigen
Geruchsschwellenwert, der je nach  Bestimmungsmethode zwischen 0,03 und
1700 ppb in wassriger Lésung liegt (Schwab et al., 1997).

1.2.3 Biosynthese von HDMF und seinen Derivaten in der Erdbeerfrucht

Obwohl HDMF seit Gber 30 Jahren als bedeutender pflanzlicher Aromastoff bekannt
ist, wurde erst 1992 Uber die ersten Untersuchungen zur Biosynthese von HDMF in
Erdbeeren berichtet (Pisarnitskii et al., 1992). In dieser Studie wurde ein
Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Methylpentosen, wie L-Rhamnose und
L-Fucose, und dem Gehalt an HDMF beobachtet und daher eine Bildung von HDMF
Uber eine Maillard-analoge Dehydratisierung der Methylpentosen vermutet.

In spateren Metabolisierungsstudien, die mit 6-Desoxyketosen in Erdbeerkalluskulturen
durchgefuihrt wurden, wurde nach der Gabe von 6-Desoxy-D-fructose der hdchste
Gehalt an HDMF-B-D-glucopyranosid gefunden (Zabetakis und Holden, 1996). Die
Arbeitsgruppe um Zabetakis postulierte nach verschiedenen Untersuchungen, dass es
zwei unterschiedliche Biosynthesewege fir HDMF und HDMF-B-D-glucopyranosid gibt.
Beide Wege gehen von der Reaktion von D-Lactaldehyd, das aus 1,2-Propandiol
gebildet wird, mit Dihydroxyacetonphosphat zu 6-Desoxy-D-fructose-1-phosphat aus.
Freies HDMF soll dann aus 6-Desoxy-D-fructose-1-phosphat Uber eine
Phosphatdehydrogenase- und eine Alkoholdehydrogenase-katalysierte Reaktion
gebildet werden (Zabetakis et al., 1999). Die Bildung des Glucosids soll hingegen Uber
eine Reaktion von 6-Desoxy-D-fructose-1-phosphat mit UDP-Glucose zu einem
D-Desoxyanalogon der Saccharose verlaufen, das anschlieBend zu HDMF-3-D-
glucopyranosid reduziert wird (Zabetakis und Holden, 1996).

Die Untersuchung der Biosynthese von HDMF in einem Hefestamm, der fur die
Fermentation von Sojasaucen verwendet wird, ergab, dass HDMF aus D-Fructose-1,6-
diphosphat gebildet wird (Hecquet et al., 1996). Dieses Ergebnis wurde durch
Isotopenexperimente mit 1-'>C-D-Fructose-1,6-diphosphat bestétigt (Dahlen et al.,
2001).

In einer anderen Studie wurden zwdlf verschiedene radioaktiv markierte mdgliche

Vorlaufer-Verbindungen in Erdbeeren injiziert und anschlieBend die Einbaurate der
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Substanzen in HDMF und seine Derivate bestimmt (Roscher et al., 1998). D-Glucose,
D-Glucose-6-phosphat, D-Fructose und insbesondere D-Fructose-1,6-diphosphat
waren die effektivsten Vorlaufer. L-Rhamnose und D-Lactaldehyd, die von Pisarnitskii
bzw. Zabetakis vorgeschlagenen Prekursoren, wurden nicht in HDMF oder seine
Derivate eingebaut. Auch in einer Studie mit stabil markierter 1-Desoxy-D-Fructose und
6-Desoxyhexosen wurden festgestellt, dass diese Verbindungen, anders als von
Zabetakis postuliert, nicht als Prekursoren dienen (Wein et al., 2001). Durch den
Einsatz von '*Cg¢-D-Fructose gelang schlieBlich der Beweis, dass die vollstiandige
Kohlenstoffkette der D-Fructose in die Furanonstruktur eingebaut wird (Schwab, 1998).
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DlhydroTl(yaceton D-Glucose-6-phosphat
Dihydroxyacetonphosphat u
n D-Fructose-6-phosphat <+=—= D-Fructose
Glycerinaldehyd-3-phosphat u
n <= D-Fructose-1,6-biphosphat /
Pyruvat
u Dephosphorylierung
Dehydratisierung
Acetat
HO 0
Io/&
HMMF
l FaEO

S-Adenosyl-L-methionin

UDP / HO o S-Adenosyl-L-homocystein
UDP-Glucose
i / 2,5-Dimethyl-4-methoxy-
HDMF-B-D-glucopyranosid / - 3(2H)-furanon
u FaGT o FaOMT DMMF
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-

3(2H)-furanon
\_ HDMF

HDMF-6-O-malonyl-B-D-glucopyranosid

Abb. 4: Postulierter Biosyntheseweg von HDMF und seinen Derivaten in der
Erdbeerfrucht (nach Roscher et al. 1998). Fragaria x ananassa Enon-Oxidoreduktase
(FaEO), F. x ananassa O-Methyltransferase (FaOMT), F. x ananassa Glycosyltransferase
(FaGT)

Bei der Quantifizierung von HDMF und seinen Derivaten aus verschiedenen Stadien
der Erdbeerfruchtreifung wurde deutlich, dass die Bildung der HDMF-Derivate direkt
aus HDMF ohne einen zweiten Biosyntheseweg ablauft (Perez et al., 1996). Dies
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wurde durch die Umsetzung von radioaktiv markiertem S-Adenosyl-L-methionin (SAM)
und HDMF bestétigt. In der Studie wurde gezeigt, dass DMMF aus HDMF durch die
Ubertragung einer Methylgruppe gebildet wird und dass HDMF auch der Vorlaufer von
HDMF-B-D-glucopyranosid und dem malonylierten Derivat ist (Roscher et al., 1997).
Einige Jahre spater wurde eine SAM abhangige O-Methyltransferase (FaOMT) aus der
Erdbeere isoliert, die den Reaktionsschritt von HDMF zu DMMF katalysiert (Wein et al.,
2002).

Ein weiterer Schritt der HDMF-Biosynthese wurde durch die Klonierung und
Charakterisierung einer Enon-Oxidoreduktase aus der Erdbeere aufgeklart. Dieses als
FaEO bezeichnete Enzym katalysiert die Umsetzung von 4-Hydroxy-5-methyl-2-
methylen-3(2H)-furanon (HMMF), einem reaktiven Zwischenprodukt, zu HDMF (Klein
et al., 2007).

In Abb. 4 sind die Ergebnisse der Studien von Perez und Mitarbeitern (1996), Roscher
und Mitarbeitern (1997, 1998), Schwab (1998), Wein und Mitarbeitern (2002) und Klein
und Mitarbeitern (2007) zusammengefasst.

1.3 NAD(P)H-abhangige Chinon-Oxidoreduktasen

1.3.1 Reaktionsmechanismus und Substrate

Enzyme werden entsprechend der von ihnen katalysierten Reaktion in sechs
Enzymhauptklassen eingeteilt. Oxidoreduktasen sind Enzyme der ersten Hauptklasse
und katalysieren meist unter Verbrauch oder Bildung von NAD(P)H Redoxreaktionen.
Eine Gruppe in dieser Hauptklasse bilden die NAD(P)H-abhangigen Chinon-
Oxidoreduktasen. Die erste in Saugetieren beschriebene Chinon-Oxidoreduktase ist
die DT-Diaphorase (Ernster und Navazio, 1958), die ein breites Substratspektrum von
Chinonen bis hin zu aromatischen Nitroverbindungen akzeptiert und unspezifisch
gegeniber Nicotinamidadenin-dinucleotid (NADH) und Nicotinamidadenin-dinucleotid-
phosphat (NADPH) reagiert. Der Reaktionsmechanismus der DT-Diaphorase basiert
auf einer Zwei-Elektronen-Ubertragung. Hierbei werden nacheinander zwei Elektronen
auf Chinon und das intermediar entstehende Semichinonradikal Gbertragen, wobei das
reaktive und potentiell toxische Semichinonradikal im Enzym-Substrat-Komplex
gebunden Dbleibt (Cadenas, 1995). Da dabei eine Entstehung von
Sauerstoffradikalanionen unterbunden wird, wird die Reaktion der DT-Diaphorase auch
als Entgiftungsvorgang bezeichnet. Allerdings sind nicht alle entstehenden
Hydrochinone stabil und manchmal fihrt die Reaktion zu einem aktiveren Produkt,
durch das wiederum reaktive Sauerstoffradikale entstehen kénnen (Ross et al., 2000).
AuBerdem gehen aus der Zwei-Elektronen-Ubertragung auf Nitroverbindungen auch
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Nitrosamine hervor. Es entstehen durch die DT-Diaphorase-Reaktion also auch
toxische Verbindungen (Cadenas, 1995).

Crystalline sind Strukturproteine der Augenlinse. Die Substratspezifitdt, die
Reaktionscharakteristika und die physikochemischen Eigenschaften der aus
Meerschweinchen isolierten ¢-Crystalline zeigen, dass es sich bei diesem Protein um
eine aktive NADPH-abhangige Chinon-Oxidoreduktase handelt (Rao et al., 1992). Im
Gegensatz zur DT-Diaphorase katalysieren ¢-Crystalline bei chinoiden Substraten eine
Ein-Elektronen-Ubertragung, bei der reaktive Semichinonradikale entstehen (Rao et
al., 1992).

Pflanzliche Chinon-Oxidoreduktasen werden haufig in DT-Diaphorase-ahnliche und
¢-Crystallin-ahnliche Enzyme eingeteilt, obwohl bisher keine Sequenzéhnlichkeiten zu
diesen Enzymen nachgewiesen wurden. Die Zuordnung erfolgt aufgrund des
unterschiedlichen Reaktionsmechanismus, einer Ein- oder Zwei-Elektronen-
Ubertragung. Diese Einteilung wird jedoch nicht unterstiitzt durch neuere
Forschungsergebnisse, wonach der Reaktionsmechanismus einiger Oxidoreduktasen
abhangig ist vom zur Verfigung stehenden Substrat (Mano et al., 2000).

Eine Zuordnung anhand von Sequenzahnlichkeiten ist schwierig, denn obwohl die
bisher beschriebenen Oxidoreduktasen &hnliche Reaktionen katalysieren stimmen ihre
Sequenzen oft nur in Cofaktor-, Cosubstrat- oder Metallbindungsstellen Uberein.

1.3.2 Enon-Oxidoreduktasen der Erdbeere und Tomate

Neueste Ergebnisse der Untersuchung der HDMF-Biosynthese in der Erdbeere haben
die Beteiligung des Enzyms Fragaria x ananassa Enon-Oxidoreduktase (FaEQO) an der
Synthese dieses wichtigen Aromastoffs gezeigt. Dieses Enzym wurde urspriinglich als
Fragaria x ananassa Chinon-Oxidoreduktase (FaQR) bezeichnet, wurde aber aufgrund
der katalysierten Reaktion in Fragaria x ananassa Enon-Oxidoreduktase umbenannt
(Klein et al., 2007).

FaEO katalysiert abhangig von dem zur Verfligung stehenden Substrat eine Ein- oder
Zwei-Elektronen-Ubertragung. Mit Phenanthrenchinon wird die Oxidation von NADH
durch Ein-Elektron-Ubertragung katalysiert, wohingegen bei Anwesenheit von
a,B-ungesattigten Carbonyl-Verbindungen zwei Elektronen auf die Doppelbindung
Ubertragen werden.

Durch Klonierung und anschlieBende heterologe Expression der FaEO wurde das
bislang unbekannte Intermediat HMMF als natlrliches Substrat identifiziert. In der
Erdbeere erfolgt eine Reduktion der Doppelbindung von HMMF, wodurch der
Aromastoff HDMF gebildet wird (Abb. 5). Diese Reaktion zeigt ein deutliches Optimum
bei pH 6 und bei Anwesenheit von NADPH als Reduktionséaquivalent.
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Eine Untersuchung der Genexpression von FaEO in verschiedenen Reifestadien der
Erdbeerfrucht zeigte, dass die Transkriptmenge wahrend des Reifungsprozesses
ansteigt und in der roten reifen Frucht ein Maximum erreicht. Dies steht in Einklang mit
der steigenden Enzymaktivitat wahrend der Reifung und der ansteigenden
Konzentration an gebildetem HDMF und dessen Derivaten (Raab et al., 2006).

HO 0 HQ o)
FaEO
/ NADPH /
NADPH/H
o) o)
HMMF HDMF

Abb. 5: Reduktion von 4-Hydroxy-5-methyl-2-methylen-3(2H)-furanon (HMMF) zu
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (HDMF) katalysiert durch FaEO.

HDMF wird nicht nur in der Erdbeere, sondern auch in verschiedenen anderen
Frichten wie Tomate und Ananas gebildet. Durch einen Abgleich der cDNA-Sequenz
der FaEO mit einer Tomaten-Expressions-Bibliothek und einer Ananas-cDNA-
Datenbank wurde eine Volllangen-cDNA aus der Tomate und ein cDNA-Teilstlick aus
der Ananas gefunden. Die Ubereinstimmung mit der Protein-Sequenz der FaEO
betragt 71 bzw. 73 % (Abb. 6). Das Protein aus der Tomate, Solanum lycopersicum
Enon-Oxidoreduktase (SIEO), enthélt ein mdgliches Transit-Protein mit einer Lange
von etwa 60 Aminosduren am N-Terminus, das wahrscheinlich den Transport des
Proteins in Chloroplasten vermittelt. In der Sequenz der FaEO wurde keinerlei Signal-
Peptid gefunden. Die Ausgangssubstanz fir die HDMF-Biosynthese, D-Fructose-1,6-
diphosphat, kommt sowohl in Chloroplasten als auch im Cytosol vor, es ist also
moglich, dass die HDMF-Bildung in beiden zellularen Kompartimenten stattfindet (Klein
et al., 2007). Gegen die mdgliche Bildung in beiden Kompartimenten spricht, dass die
Synthese erst in den spaten Reifephasen ablauft, in denen keine Chloroplasten mehr

vorhanden sind.
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SIEQ MEALLSSTTLQLKPLHPPSSFSSLHSPFSSISVLRVKGSKKAETFIQRSNFSTVLPLRVS 60

FaEQ -————MAAAPSE---SIPSVNKAWVYSEYGKTSDVLKFDPSVAVPEVKEDQVLIKVVAASL 53
SIEQO ASSQAAAAETSTSISIPSEMKAWSYTDYG-SVDVLKLESNVAVPDIKEDQVLIKIVAAAL 119

FaEQ NPVDFKRALGYFKDTIDSPLPTVPGYDVAGVVVKVGSQVTKFKVGDEVYGDLNEAALVNPT 113
SIEQO NPVDFKRRLGKFKATDSPLPTVPGYDVAGVVVKVGSQVKGLKEGDEVYGDIHEKALDGPK 179

FaEQ REFGSLAEYTAADERVLAHKPKDLSFIEAASLPLAIETAYEGLERAELSAGKSILVIGGAG 173
SIEQ OFGSLAEYTAVEEKLVALKPKNLSFAEAAALPLAIETAYEGLEKAGFSSGKSILVIGGAG 239

FaEQ GVGTHIIQLAKHVFGASKVAATASTKKLDFLRTLGVDLAIDYTKENIEDLPEKFDVVYDA 233
SIEQ GVGSLVIQLAKHVFGASKVAATSSTGKLELLKSLGADLAIDYTKENFEDLPDKFDVVYDS 299

FaEQ VGETDKAVKAVKEGGKVVTIVGPATPPAIHFVLTSKGSVLEKLKPYLESGKVKPVLDPTS 293
SIEQO VGQGEKAVKVVKEGGSVVVLTGAVIPPGFREFVVISNGEMLKKLNPYLESGKVKPVIDPKG 359

FaEQO PYPFTKLVEAFGYLESSRATGKVVVYPIP 322
SIEQ PFSFDKVVDAFSYLETGRATGKVVIHPIP 388

Abb. 6: Alignment von FaEO (GenBank Accession-Nr. AY048861) und SIEO (Accession-
Nr. TC124720) auf Proteinebene. Die Sequenzen wurden mit der ClustalW Methode

angeordnet (Thompson et al., 1994). Identische Aminoséuren sind grau hinterlegt.

1.4  3-Dehydroquinat-Synthase
1.4.1 Der Shikimat-Stoffwechsel

1.4.1.1 Allgemeine Bedeutung des Shikimat-Stoffwechsels

Der Shikimat-Stoffwechselweg (kurz Shikimatweg) ist als Reaktionsweg fir die
Biosynthese von aromatischen Verbindungen von groBer Bedeutung (Abb. 7). Benannt
ist dieser Stoffwechselweg nach der organischen Saure Shikimat, die zum ersten Mal
aus der Japanischen Sternanis lllicium religiosum (japanisch shikimi-no-ki) isoliert
wurde (Eykmann, 1891).

Der Shikimatweg kommt ausschlieBlich in Bakterien, eukaryotischen Mikroorganismen
und Pflanzen vor und ist fur diese Organismen essentiell. Als Shikimatweg im engeren
Sinn bezeichnet man die Biosynthese von Chorismat, die ausgehend von einer
Kondensation von Phosphoenolpyruvat (PEP) und Erythrose-4-phosphat (E4P) in
sieben Schritten Uber das Zwischenprodukt Shikimat erfolgt. Chorismat ist unter
anderem Ausgangsprodukt fir die Biosynthese der aromatischen Aminosauren
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan (Herrmann und Weaver, 1999). Bakterien, die
mehr als 90 % ihrer Stoffwechselenergie fir die Proteinbiosynthese nutzen, bilden tber
den Shikimatweg fast ausschlieBlich aromatische Aminosauren. Hdhere Pflanzen
hingegen nutzen den Shikimatweg in nicht unerheblichem Umfang fir die Biosynthese
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von Sekundédrmetaboliten, die sich entweder aus den aromatischen Aminosduren oder
den Intermediaten des Shikimatweges ableiten (Herrmann, 1995). Unter anderem
werden Uber die aromatischen Aminosauren Substanzen, die dem FraBschutz dienen
(Dixon und Paiva, 1995), Pflanzenhormone und Pflanzenpigmente gebildet. Bei
verholzenden Pflanzen flieBt ein GroBteil des gebildeten Phenylalanins in die
Produktion von Lignin (Whetten und Sederoff, 1995). Ausgehend von Chorismat, dem
Endprodukt des Shikimatweges, gibt es Biosynthesewege die direkt zu verschiedenen
Sekundarmetaboliten wie Folaten und Quinonen fihren (Herrmann, 1995).
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HO™ H OH e
28 \\ OH
Quinat-Dehydrogenase 3-Dehydro- /
j quinat 3-Dehydro- | DHS-Dehydratase
3-Deoxy-D-arabino- HO CO; shlklmat (DHS)
heptulosonat-7- 0,
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3-Dehydroquinat- o Y OH Dehydroqulnat
Synthase | 6H Dehydratase B icimat-

DAHP-

Synthase co,
CH,0PO,* ;
J\A | Anaboler Shikimatwe
oH \)kopoazr 2 L 7o i 9 HORSER “oH

OH

Phosphoenolpyruvat h OH
D-Erythrose-4 phosphat - i5
-Enolpyruvyl- [
shilgi);naty Shikimat -3-  shikimat-
c phosphat (EPSP) phosphat Kinase
- horismat : 3
Folséure Chorlsmsat | co; EPSP-Synthase co; o
Synthase
Chinone w
aromatische )J\ o
Aminosduren ¢— )J\ 20, PO 00 ~*0,PO ! OH
OH OH

andere
aromatische
Substanzen

Abb. 7: Anaboler Shikimatweg im engeren Sinn und teilweise Uberlappender kataboler
Quinatweg. Im Shikimatweg werden Phosphoenolpyruvat und Erythrose-4-phosphat in sieben

enzymatisch katalysierten Reaktionen zu Chorismat umgesetzt. (Lindner et al., 2005)

Die Tatsache, dass der Shikimatweg nur in Bakterien, Pilzen und Pflanzen, nicht
jedoch in héheren tierischen Organismen stattfindet, macht ihn zu einem interessanten
Ziel bei der Suche nach Herbiziden und Antibiotika (Coggins et al., 2003). Das bereits
seit den siebziger Jahren bekannte und extensiv eingesetzte Herbizid Glyphosat
inhibiert 5-Enolpyruvyl-3-shikimatphosphat (EPSP)-Synthase, ein Enzym des Shikimat-
weges (Jaworski, 1972; Steinricken und Amrhein, 1980). Durch Glyphosat in
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Kombination mit Pyrimethamin, einem Inhibitor der Folatsynthese, wurde eine auch fir
den Menschen geféhrliche Infektion durch den Parasiten Toxoplasma gondii, die zur so
genannten Toxoplasmose fuhrt, in Mausen erfolgreich behandelt (Roberts et al., 1998).
Auch alle weiteren Schritte des Shikimatweges sind potentiell interessant. Die
Tatsache, dass die Strukturen fast aller beteiligten Enzyme bekannt sind, wird eine
schnell voranschreitende Entwicklung potenter Inhibitoren ermdéglichen (Coggins et al.,
2003).

1.4.1.2 Beschreibung des Shikimatweges

Der Shikimatweg setzt sich aus sieben hintereinander ablaufenden Reaktionen
zusammen, beginnend mit der Kondensation von PEP und E4P bis zur Bildung von
Chorismat. Einen Uberblick (iber die Reaktionsabfolge gibt Abb. 7.

Im ersten Schritt des Shikimatwegs findet die Kondensation von E4P aus dem
Pentosephophatzyklus und PEP, einem Intermediat der Glykolyse, statt, bei der eine
Phosphatgruppe des PEP abgespalten wird. Diese Reaktion wird durch DAHP-
Synthase (EC 2.5.1.54) katalysiert. Das entstehende 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat-
7-phosphat (DAHP) ist ein heterozyklisches Derivat, das sich von 2-Deoxy-D-glucose-
6-phosphat ableitet.

Im zweiten Schritt findet die durch 3-Dehydroquinat-Synthase katalysierte Reaktion von
DAHP zu 3-Dehydroquinat statt. Diese Reaktion wird im Folgenden gesondert
betrachtet, da sie einen Schwerpunkt dieser Arbeit bildet.

Durch die Eliminierung von Wasser aus 3-Dehydroquinat wird die erste Doppelbindung
des aromatischen Ringsystems eingefiihrt. Katalysiert wird diese Reaktion zu
3-Dehydroshikimat durch das Enzym Dehydroquinat-Dehydratase (EC 4.2.1.10).

Die anschlieBende Reduktion der Ketogruppe in Position 3 durch Shikimat-
dehydrogenase (EC 1.1.1.25) fUhrt zur Synthese von Shikimat. Cosubstrat ist bei
dieser Reaktion gewdhnlich NADPH.

Im fUnften Schritt wird die Phosphorylierung von Shikimat unter ATP-Verbrauch zu
Shikimat-3-phosphat durch Shikimatkinase (EC 2.7.1.71) katalysiert.

Durch Reaktion eines weiteren Molekils PEP mit Shikimat-3-phosphat unter
Abspaltung einer Phosphatgruppe entsteht der Enolpyruvylether 5-Enolpyruvyl-3-
shikimatphosphat (EPSP). Diese Reaktion wird durch EPSP-Synthase (EC 2.5.1.19)
katalysiert.

Durch die nachfolgende Eliminierung der Phosphatgruppe wird im letzten Schritt die
zweite Doppelbindung in das Ringsystem eingeflhrt. Es findet die Bildung von
Chorismat statt, katalysiert durch Chorismat-Synthase (EC 4.6.1.4). Die Bezeichnung
,Chorismat“ leitet sich von dem griechischen Wort ,choris* ab, das ins Deutsche
Ubersetzt ,Zweig“ bedeutet. Vom Chorismat aus verzweigen sich die Biosynthesewege
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in unterschiedliche Richtungen, wobei sich in verschiedenen Organismen eine Vielzahl
moglicher Folgereaktionen anschlieBen.

Die aromatischen Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin werden ausgehend von
Chorismat Uber den Prephenatweg gebildet, wéahrend Tryptophan Gber die
Anthranilatroute entsteht.

Die einzelnen Reaktionen und Intermediate des Shikimatweges sind in héheren
Pflanzen und in Mikroorganismen identisch. Jedoch unterscheiden sich die beteiligten
Enzyme zum Teil erheblich in ihrer Primarstruktur und die Organisation der Gene, die
flr diese Enzymaktivitaten codieren, variiert stark.

In den meisten Bakterien wird jeder der sieben Reaktionsschritte von einem
eigenstandigen Protein katalysiert und die dazugehérigen Gene lassen keine raumliche
Nahe im Genom erkennen (Berlyn und Giles, 1969). In héheren Pflanzen werden die
Schritte 3 und 4 des Shikimatweges hingegen durch ein bifunktionelles Enzym, die
Dehydroquinat-Dehydratase/Shikimatdehydrogenase, katalysiert, wahrend an den
Ubrigen Schritten monofunktionale Enzyme beteiligt sind (Mousdale et al., 1987).
Sowohl in Pflanzen als auch in Bakterien existieren von vielen Enzymen des
Shikimatweges mehrere Isoformen.

Zwischen den pflanzlichen Enzymen und den entsprechenden prokaryotischen
Homologen gibt es eine hdhere strukturelle Ahnlichkeit als zu den Enzymen pilzlicher
Herkunft. Dies drickt sich auch in der ganzlich anderen Organisation der Enzyme in
Pilzen aus. In Pilzen sind die finf enzymatischen Reaktionsschritten 2 bis 7 in einem
pentafunktionellen Polypeptid, dem sogenannten ’AROM-Komplex’ zusammengefasst
(Ahmed und Giles, 1969).

Die Enzyme des 'AROM-Komplexes’ sind nicht in derselben Reihenfolge angeordnet
wie die Reaktionen im Stoffwechsel ablaufen. Es gibt zwei Regionen innerhalb des
Komplexes, wobei in der N-terminalen Hélfte die Doménen fur 3-Dehydroquinat-
Synthase und EPSP-Synthase liegen und in der C-terminalen Halfte die Doménen fir
Shimikatkinase, Dehydroquinat-Dehydratase und Shikimatdehydrogenase (Hawkins
und Smith, 1991).

1.4.2 Reaktionsmechanismus der 3-Dehydroquinat-Synthase

Das Enzym 3-Dehydroquinat-Synthase (DHQS) mit der EC-Nummer 4.2.3.4 gehért zur
vierten Enzymhauptklasse und ist somit eine Lyase. Lyasen katalysieren die nicht-
hydrolytische Spaltung eines Molekils in zwei Produkte unter Bildung einer
Doppelbindung oder einer Ringstruktur. Die Spaltung erfolgt an C-C-, C-O-, C-S-, C-N-
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oder anderen Bindungen, jedoch nicht in Form einer Hydrolyse oder Oxidation.
Chemisch gesehen handelt es sich um eine Eliminierung.

o)
HO on HO
_ o) _ 0 A
0,C O®?T 0,C 70
OH H P
° T
DAHP NAD+ NADH O

W M %

HO OH HO OH
07=%

o OH ©

3-Dehydroquinat

Abb. 8: Der zweite Schritt des Shikimatweges: durch DHQS katalysierte Reaktion von
DAHP zu 3-Dehydroquinat. Die Reaktionsfolge umfasst Oxidation, a,B-Eliminierung,

Reduktion, Ringéffnung und intramolekulare Aldolkondensation.

DHQS katalysiert den zweiten Schritt des Shikimatweges, die Umsetzung von
3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat (DAHP) zu 3-Dehydroquinat (Abb. 8).
Diese Umsetzung setzt sich aus einer Reihe unterschiedlicher Reaktionen zusammen.
Im ersten Schritt wird die Hydroxy-Gruppe an C-5 von DAHP unter Verbrauch von
NAD" oxidiert. Es entsteht ein Keton, dessen Phosphatrest durch eine a,B-Eliminierung
abgespalten wird. AnschlieBend wird die im ersten Schritt gebildete Ketogruppe wieder
reduziert, wobei NAD" regeneriert wird. Die Reaktion ist insgesamt also redox-neutral.
Im vierten Schritt erfolgt die Offnung des Halbacetals und es entsteht ein intermediéres
Enolat-lon, das anschlieBend durch eine intramolekulare Aldolkondensation zum
Endprodukt 3-Dehydroquinat zyklisiert.

Neben katalytischen Mengen des Cosubstrats NAD* benétigt DHQS auch ein
divalentes Metallion als Cofaktor. Abhangig vom jeweiligen Organismus kann
beispielsweise Zn** oder Co?* fiir die vollstandige katalytische Aktivitat des Enzyms als
Cofaktor notwendig sein (Bischoff et al., 1996; Dewick, 1995a)
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Es ist zu beachten, dass die beiden Wasserstoffatome an der Position C-7 des DAHP
fixiert bleiben und sich somit im Produkt an der Stelle C-2 befinden.

DHQS wurde lange als ein ,katalytisches Wunder® angesehen wegen der Fahigkeit
mehrere aufeinanderfolgende chemische Reaktionen an einem aktiven Zentrum
durchzufihren (Carpenter et al., 1998). Es gab jedoch erhebliche Diskussionen
dartber, ob DHQS aktiv in alle Schritte involviert ist oder ob einige Schritte spontan
ablaufen. Es ist auBergewdhnlich, dass ein relativ kleines monomeres Enzym (Frost et
al., 1984) eine Reaktionsfolge katalysiert, die vier unterschiedliche
Reaktionsmechanismen umfasst: Redox-Reaktionen, eine a,B3-Eliminierung, eine
Ringdffnung und eine intramolekulare Aldolkondensation (Widlanski et al., 1989).
Mittlerweile scheint festzustehen, dass nicht alle Schritte aktiv katalysiert werden,
sondern dass DHQS wahrscheinlich nur fir den Oxidations- und Reduktionsschritt
verantwortlich ist und somit die intermediar entstehende Enolpyranose das eigentliche
Reaktionsprodukt ist (Bartlett et al., 1994; Bartlett und Satake, 1988; Dewick, 1995b).
Jedoch wird angenommen, dass durch die Bindung an das Enzym eine bestimmte
Konformation vorgegeben ist und so ausschlieBlich 3-Dehydroquinat entsteht und
keine unerwiinschten Nebenprodukte wie beispielweise 1-epi-3-Dehydroquinat gebildet

werden.

1.4.3 Madgliche Beteiligung der 3-Dehydroquinat-Synthase an der HDMF-
Biosynthese

Ausgangsprodukt der Biosynthese von HDMF in der Erdbeerfrucht ist D-Fructose-1,6-
diphosphat. Die gesamte Kohlenstoffkette dieser Verbindung findet sich nach der
Bildung des Aromastoffs in HDMF wieder (Schwab, 1998). Die Biosynthese verlauft
Uber das reaktive Zwischenprodukt HMMF, das durch das Enzym FaEO zu HDMF
reduziert wird (Klein et al., 2007). Welches Enzym an der Katalyse der Reaktionen von
D-Fructose-1,6-diphosphat zu HMMF beteiligt ist, ist bislang noch nicht geklart. Um von
der Ausgangsverbindung D-Fructose-1,6-diphosphat zu HMMF zu gelangen, muss
eine Folge verschiedener Reaktionen ablaufen, die eine Dephosphorylierung und eine
Dehydratisierung umfassen. Diese Abfolge &hnelt der durch DHQS katalysierten
Reaktionsabfolge, die eine Oxidation, Eliminierung der Phosphatgruppe, Reduktion,
Ringdffnung und intramolekulare Aldolkondensation umfasst. Auch die Edukte und
Produkte beider Reaktionen weisen strukturelle Ahnlichkeiten auf, die in Abb. 9
dargestellt sind.
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Abb. 9: Edukte und Produkte der ablaufenden Reaktionen: Reaktion von DAHP zu
3-Dehydroquinat (A), Reaktion von D-Fructose-1,6-diphosphat zu HMMF (B).

Aufgrund dieser strukturellen Ahnlichkeiten und der ablaufenen Reaktionsfolgen
besteht die Mdglichkeit, dass die Reaktion von D-Fructose-1,6-diphosphat zu HMMF
eine Nebenreaktion der DHQS darstellt und durch dieses Enzym katalysiert wird. Eine
derartige Nebenreaktion einer DHQS ist bislang noch nicht beschrieben. Um diese
Hypothese einer durch DHQS katalysierten Nebenreaktion, die zu dem
Zwischenprodukt HMMF der HDMF-Biosynthese flihrt, zu bestatigen, wéare die
funktionelle Charakterisierung einer DHQS aus der Erdbeere notwendig.

1.5 Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten neue Erkenntnisse zur Biosynthese von 4-Hydroxy-
2,5-dimethyl-3(2H)-furanon erlangt werden.

Durch vorangegangene Studien wurde der in Abb. 4 gezeigte Biosyntheseweg fir
HDMF in der Erdbeerfrucht postuliert (Roscher et al., 1998). Die Biosynthese verlauft
demnach ausgehend von D-Fructose-1,6-diphosphat (ber das reaktive
Zwischenprodukt 4-Hydroxy-5-methyl-2-methylen-3(2H)-furanon zu HDMF. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass die Umsetzung von HMMF zu HDMF durch die Enon-
Oxidoreduktase FaEO katalysiert wird, wodurch der letzte Schritt in der Biosynthese
von HDMF aufgeklart wurde (Klein et al., 2007). Durch einen Abgleich der cDNA-
Sequenz der FaEO mit einer Tomaten-Expressions-Bibliothek wurde eine Volllangen-
cDNA aus der Tomate gefunden, deren Proteinsequenz zu 71 % mit der Sequenz der
FaEO Ubereinstimmt. Sowohl FaEO als auch das entsprechende Enzym SIEO aus
der Tomate wurden kloniert, in E.coli heterolog exprimiert und die kinetischen Daten
der FaEO flir die Umsetzung von HMMF und verschiedenen HMMF-Derivaten
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bestimmt. In dieser Arbeit sollten die kinetischen Daten der SIEO ermittelt werden um
die funktionelle Charakterisierung dieser zwei Enzyme abzuschlieBen, woflr zunéchst
die Synthese der HMMF-Derivate nétig war.

Um einen Einblick in das Proteom der Erdbeerfrucht zu erhalten und die Auswirkungen
einer dauerhaften Stillegung des fir FaEO codierenden Genabschnitts auf das
Proteom festzustellen, sollten transgene Erdbeerfriichte mittels 2-D-Gelelektrophorese
untersucht werden. Um die Auswirkungen auf Metabolitebene zu beobachten, wurden
Untersuchungen von Extrakten der transgenen Frichte mit Hochleistungs-
flissigchromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie (LC-MS) durchgefiihrt.
Parallel dazu sollte ein weiterer Schritt in der Biosynthese von HDMF aufgeklart
werden, die Reaktion von D-Fructose-1,6-diphosphat zu 4-Hydroxy-5-methyl-2-
methylen-3(2H)-furanon (HMMF). Hierflr sollte zunachst versucht werden, ein an der
Umsetzung beteiligtes Enzym mittels klassischer Proteinaufreinigung  mit
anschlieBenden Aktivitats-Assays partiell zu reinigen und zu charakterisieren. Durch
Vergleich der Edukte und Produkte und den wahrend der Umsetzung ablaufenden
Reaktionen wurde eine Ahnlichkeit zwischen der wahrend der HDMF-Biosynthese
ablaufenden Reaktion und der durch DHQS katalysierten Reaktionsabfolge entdeckt.
Durch Klonierung, heterologe Expression und funktionelle Charakterisierung einer
DHQS aus Erdbeeren sollte eine mdgliche Rolle dieses Enzyms bei der HDMF-
Biosynthese aufgeklart werden.

Da die Aromakomponente HDMF auch in anderen Frichten, wie in Weintrauben,
gebildet wird (Rapp et al., 1980), sollte auch eine DHQS aus Vitis vinifera mit in die
Untersuchungen einbezogen werden.
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2 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

2.1 Charakterisierung der Solanum lycopersicum Enon-Oxidoreduktase

Die in der Erdbeerfrucht an der Biosynthese von HDMF beteiligte Fragaria x ananassa
Enon-Oxidoreduktase FaEOQ ist bereits in einer friiheren Arbeit heterlog exprimiert und
charakterisiert worden (Klein et al., 2007). Um die zu 71% mit der Proteinsequenz der
FaEO Ubereinstimmende Solanum lycopersicum Enon-Oxidoreduktase SIEO zu
charakterisieren und die kinetischen Daten zu bestimmen, wurde auch dieses Enzym
heterolog exprimiert und mit verschiedenen Substraten umgesetzt. Die eingesetzten
Substrate wurden zunachst synthetisiert und aufgereinigt. Nach erfolgter Umsetzung
wurden die gebildeten Produkte mittels Flissigchromatographie gekoppelt mit
Massenspektrometrie (LC-MS) quantifiziert.

2.1.1 Expression und Aufreinigung von SIEO

Zur heterologen Expression der SIEO wurde der Vektor pET 29a(+) verwendet. Dieser
Vektor enthalt eine flr einen His- Tag kodierende Sequenz. Bei der Expression entsteht
so ein Fusionsprotein aus der urspriinglichen Zielsequenz und dem His-Tag am C-
terminalen Ende, wodurch eine Aufreinigung des Enzym aus dem Rohextrakt mittels
Affinitatschromatographie ermdglicht wird. Als Wirt dient der proteasedefiziente
Escherichia coli-Stamm BL 21 (DE3) pLysS. Die Expression wurde bei einer
Temperatur von 16°C durchgefihrt, um durch die verlangsamte Proteinsynthese
moglichst groBe Mengen an nativem funktionstlichtigem Protein zu erhalten. Nach der
Aufreinigung mittels  Affinitdtschromatographie, bei der der His-Tag mit
matrixgebundenem Co?* chelatiert wird, wurde zur weiteren Aufreinigung die Methode
der Ultrafiltration eingesetzt. Durch den Einsatz von Ultrafiltrationseinheiten mit
MembranausschlussgroBen von 50 kDa und 30 kDa war es mdglich, Proteine mit
einem Molekulargewicht groBer 50 kDa abzutrennen und den Anteil an Proteinen mit
einem Molekulargewicht kleiner 30 kDa zu verringern. Das Zielprotein mit einem
Molekulargewicht von 41,7 kDa konnte so in héherer Reinheit erhalten werden. Die
Uberpriifung der Expression und Aufreinigung erfolgte durch Auftrennung mittels SDS-
PAGE und anschlieBender Coomassie-Farbung (Abb. 10). Die so erhaltene
aufgereinigte Proteinfraktion wurde fir die Versuche zur Charakterisierung und zur

Bestimmung der kinetischen Daten eingesetzt.
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Abb. 10: SDS-PAGE von SIEO-Proteinlésungen nach Aufreinigung einer
Expressionskultur mittels Affinititschromatographie und Ultrafiltration. Aufgetragen
wurden die Proteinldsung nach Affinitdtschromatographie (B), nach anschlieBender

Ultrafiltration (C) sowie ein Molekulargewichtsmarker in kDa (A).

2.1.2 Synthese von ungesittigten 4-Hydroxy-3(2H)-furanonen als Substraten

Das natirliche Substrat sowohl von FaEO als auch von SIEO ist HMMF. Da HMMF als
a,B-ungesattigtes Keton sehr reaktiv ist, weil Alkohole, Thiole und Wasser an die
exocyclische Doppelbindung addiert werden kdénnen (Vollhardt et al., 2000), ist die
Synthese von HMMF zwar mdglich, es kann jedoch aufgrund der Instabilitat nicht zur
Bestimmung der kinetischen Daten eingesetzt werden. Um diese Enzyme dennoch zu
charakterisieren und kinetische Daten zu bestimmen, wurden in einer friiheren Arbeit
zur Charakterisierung von FaEO strukturell verwandte Substrate eingesetzt, die
aufgrund einer langeren Seitenkette erhdhte Stabilitdt gegenltber Additionsreaktionen
als HMMF aufweisen. Da diese HMMF-&hnlichen Substanzen nicht kommerziell
bezogen werden kénnen, wurden die Substanzen selbst synthetisiert.

2.1.2.1 Synthesebedingungen

4-Hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon (HMF) kondensiert unter Bedingungen der Maillard-
Reaktion mit Zuckerabbauprodukten, die eine Carbonylfunktion besitzen, zu
ungesattigten Braunungsprodukten (Ledl und Severin, 1978). In Modellversuchen
wurde gezeigt, dass HMF mit verschiedenen aliphatischen, aromatischen und
heterocyclischen Aldehyden und Ketonen mit Piperidinacetat als Katalysator zu
farbigen Verbindungen reagiert (Abb. 11).
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Abb. 11: Umsetzung von 4-Hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon (HMF) mit Aldehyden oder
Ketonen zu Braunungsprodukten (Ledl und Severin, 1978), z. B. R1 = CH; und R2 = CHj,
R1 = CH; und R2 = CH(OH)CH3; oder R1 = H und R2 = CH=N-N(CHj3),.
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Di-tert-butylmalonat Di-tert-butylmethylenmalonat

Abb. 12: Umsetzung von Di-tert-butylmalonat mit Paraformaldehyd zu Di-tert-

butylmethylenmalonat (Ballesteros et al., 1983).

Durch eine Knoevenagel-Reaktion zwischen Di-tert-butylmalonat und Paraformaldehyd
entsteht unter Zugabe von Kaliumacetat und Kupferacetat in Essigsaure Di-tert-
butylmethylenmalonat (Abb. 12) (Ballesteros et al., 1983). Di-tert-butylmethylenmalonat
spielt als elektrophiles Alken eine wichtige Rolle bei organischen Synthesen. In
Anlehnung an die beiden Methoden wurden die ungesattigten 4-Hydroxy-3(2H)-
furanone durch Reaktion von HMF mit verschiedenen Aldehyden synthetisiert. Die
ablaufenden Reaktionen und die Reaktionsbedingungen sind in Abb. 13 dargestellt.

2.1.2.2 Aufreinigung der Syntheseprodukte

Die erhaltenen Syntheseprodukte wurden mittels préaparativer HPLC aufgereinigt,
wodurch das eingesetzte Substrat HMF und Nebenprodukte aus dem Reaktionsansatz
entfernt wurden. Die synthetisierten Substrate weisen Absorptionsmaxima bei 259 nm
und 349 nm auf, wohingegen HMF nur ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge
von 259 nm besitzt. Durch UV-Detektion mit den Wellenlangen 259 nm und 349 nm
war so sehr einfach mdglich, die Syntheseprodukte von der Ausgangssubstanz zu
unterscheiden. Die Retentionszeiten der Substanzen EDHMF, HMPDF und BDHMF
nehmen bei einer HPLC-Trennung an einer RP-Phase mit zunehmender Lange der
Kohlenstoffkette am C2-Rest der Grundstruktur zu (Abb. 14). Die Reinheit der
synthetisierten Substrate wurde anschlieBend mittels LC-MS-Untersuchung Uberprft.
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Abb. 13: Synthese der ungesittigten 4-Hydroxy-3(2H)-furanone durch Reaktion von HMF
mit verschiedenen Aldehyden. (EDHMF: 2-Ethyliden-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon,
HMPDF: 4-Hydroxy-5-methyl-2-propyliden-3(2H)-furanon, BDHMF: 2-Butyliden-4-hydroxy-5-
methyl-3(2H)-furanon)
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Abb. 14: Chromatogramme der praparativen HPLC-Aufreinigung der synthetisierten

Substrate EDHMF (A), HMPDF (B) und BDHMF (C). UV-Detektion mit Wellenlange 259 nm
(blaue Linie) und 349 nm (rote Linie).
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2.1.3 Bestimmung der kinetischen Daten von SIEO

SIEO ist eine Oxidoreduktase und bendétigt daher zur Umsetzung zusatzlich zum
Substrat ein Reduktionsaquivalent wie NADH oder NADPH. Bei einer solchen Reaktion
von zwei Edukten zu einem Produkt spricht man von einer Reaktion zweiter Ordnung,
deren Reaktionsgeschwindigkeit abhdngig von den Konzentrationen der beiden Edukte
ist. In dem Sonderfall, dass eines der beiden Edukte in einem sehr hohen Uberschuss
vorliegt, ist die Konzentrationsédnderung dieses Edukts Uber die Zeit der Reaktion
verschwindend gering und die Reaktionsgeschwindigkeit folgt den GesetzmaBigkeiten
einer Reaktion erster Ordnung. Wenn dieser Fall vorliegt, ist es bei dieser sogenannten
Reaktion pseudoerster Ordnung mdéglich, die kinetischen Daten fir das andere Edukt
aufzunehmen. Bei der untersuchten Reaktion wurde daher das Reduktionsaquivalent
NADH im Uberschuss zugegeben und somit war die Bestimmung von Ky-, K und
Vmax-Werten fir die eingesetzten Substrate moglich.

Da das naturliche Substrat HMMF nicht zur Aufnahme der kinetischen Daten
eingesetzt werden kann, wurden die strukturell verwandten 4-Hydroxy-3(2H)-furanone
EDHMF, HMPDF und BDHMF verwendet (Abb. 15).

HO 0 HO 0
B —
NS
0 NADH o
2-Ethyliden-4-hydroxy-5-methyl- 2-Ethyl-4-hydroxy-5-methyl-
3(2H)-furanon (EDHMF) 3(2H)-furanon (EHMF)

HO 0 HQ o)
—_—
XX NADH
O O
4-Hydroxy-5-methyl-2-propylidene- 4-Hydroxy-5-methyl-2-propyl-
3(2H)-furanon (HMPDF) 3(2H)-furanon (HMPF)

HO 0 HQ 0
/ SIEO /
—_—
NS NADH
O O
2-Butyliden-4-hydroxy-5-methyl- 2-Butyl-4-hydroxy-5-methyl-
3(2H)-furanon (BDHMF) 3(2H)-furanon (BHMF)

Abb. 15: Durch SIEO katalysierte enzymatische Umsetzung der ungesattigten 4-Hydroxy-

3(2H)-furanone zu den entsprechenden gesittigten Verbindungen.
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FOr die Konzentrationsbestimmung der in der Enzymreaktion gebildeten Produkte
wurde eine Kalibriergerade mit der kommerziell erhéltlichen Substanz EHMF
aufgenommen. Da die anderen Produkte nicht kommerziell erhaltlich sind, wurde
aufgrund der &ahnlichen lonisation die EHMF-Kalibriergerade fiir die Berechnung aller
Kinetiken verwendet. Die erhaltenen Mengen an BHMF und HMPF sind somit als
LEHMF-Aquivalente* anzusehen.

Die Substrate EDHMF, HMPDF und BDHMF wurden flir jede Messreihe frisch
synthetisiert und aufgereinigt und als Reinsubstanz eingewogen. Von den
anschlieBend in Ethanol gelésten Substraten wurden definierte Mengen (140 pM —
7,5mM) mit 3ug des aufgereinigten Enzyms sowie mit NADH (12 mM) in
0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) far 35 min inkubiert. Die Ansatze wurden anschlieBend
mittels LC-MS gemessen und die Menge an entstandenem Produkt Uber das
Verhaltnis zum Internen Standard HDMF berechnet. Die Auswertung erfolgte tber das
Linearisierungsverfahren von Hanes mit dem Programm Hyper32 (Version 1.0.0).

Zur Bestimmung der Parameter vmax, Ku, und kga, die eine enzymatische Reaktion
charakterisieren, wurde die in jedem Reaktionsansatz eingesetzte Stoffmenge gegen
den Mittelwert der Umsatzgeschwindigkeit v, berechnet aus der Doppelbestimmung,
aufgetragen.

Mit dem Auswerteprogramm Hyper32 wurden aus den entsprechenden Wertepaaren
fir Substratkonzentration und Umsatzgeschwindigkeit tber den jeweiligen Hanes Plot
die Enzymparameter vnax und Ky fUr die eingesetzten Substrate berechnet. Die
Wechselzahl kg, wurde durch Division der maximalen Umsatzgeschwindigkeit durch
die Enzymkonzentration im Test erhalten. Die katalytische Effizienz wurde Uber

Division von kg und Ky berechnet.

Tab. 2: Kinetische Daten von SIEO im Vergleich mit FaEO fiir die Reduktion der Substrate
EDHMF, HMPDF und BDHMF zu den Produkten EHMF, HMPF und BHMF: v .y, K, Kka: Und
Kkat / Ky (Klein et al., 2007).

Vma1x 1 KM kkailt klglat/ Kl\q
[nmol s mg'] [mM] [s"] [s" mM]

SIEO FaEO SIEO FaEO SIEO FaEO SIEO FaEO

9.41 56 1,59 214 0.39 1,94 0.25 0,90
EDHMF 407 +3 £002  +007  +001  +003  +001  +003
8,05 78 2.41 1,04 0,34 2,69 0,14 2.60
HMPDF 4 58 +9 £106  +026  +005  +050  +006  +0,50
3,68 41 113 0.82 0.15 143 0,14 1,90
BDHMF

+0,02 +17 +0,01 +0,40 +0,01 +0,7 +0,01 +0,95
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Aus den in Tab. 2 dargestellten Ergebnissen der Bestimmung der kinetischen Daten fir
SIEO lasst sich ableiten, dass EDHMF mit einer katalytischen Effizienz von
0,25 s mM" das beste Substrat fiir SIEO ist, gefolgt von HMPDF und BDHMF mit
einer katalytischen Effizienz von jeweils 0,14 s' mM™.

2.1.4 Diskussion

Die heterologe Expression der SIEO wurde nach Standardprotokollen durchgefiihrt und
die Aufreinigung erfolgte Uber Affinitdtschromatographie mittels His-Tag. Um SIEO in
moglichst reiner Form zu erhalten und um stérende bakterielle Enzyme abzutrennen
wurde ein weiterer Aufreinigungsschritt Gber Ultrafiltration angewendet, der bereits von
Raab et al. (2006) zur Aufreinigung der FaEO (damals noch als FaQR bezeichnet)
beschrieben wurde.

Im Vergleich zur 322 Aminosauren umfassenden Sequenz der FaEO ist die
Proteinsequenz der SIEO um 66 Aminosduren langer und umfasst 388 Aminosauren.
Die zusétzlichen Aminosduren, die SIEO am N-Terminus enthalt, kénnten ein Transit-
Protein darstellen, das den Transport des Proteins in Chloroplasten vermittelt. Durch
das Transit-Peptid kommt auch der Unterschied im Molekulargewicht zustande,
wahrend FaEO ein berechnetes Molekulargewicht von 34,3 kDa hat, liegt das
berechnete Molekulargewicht von SIEO mit 41,7 kDa uber dem der FaEO. Die genaue
Molekulargewichtsbestimmung des exprimierten Enzyms mittels SDS-PAGE ist
schwierig, da die Bande relativ breit ist, jedoch liegt die Bande etwas unterhalb der
42,7 kDa-Markerbande und stimmt somit gut mit dem berechneten Molekulargewicht
Uberein. Durch die Ultrafiltrations-Aufreinigung ergibt sich, dass es sich bei dem
vorliegenden aktiven Enzym um ein Monomer handelt. Zwar ist diese Tatsache fir eine
Chinon-Oxidoreduktase eher ungewdhnlich, da diese Enzyme haufig als Homodimere,
Homotetramere oder Multimere vorliegen (Kim et al., 2003; Maruyama et al., 20083;
Patridge und Ferry, 2006), aber es steht in Einklang mit dem Vorkommen der FaEOQO,
die auch als Monomer vorliegt (Raab et al., 2006).

Die Einteilung von pflanzlichen Chinon-Oxidoreduktasen in DT-Diaphorase-ahnliche
und -Crystallin-dhnliche Enzyme erfolgt aufgrund des unterschiedlichen
Reaktionsmechanismus, einer Ein- bzw. Zwei-Elektronen-Ubertragung. DT-Diaphorase
katalysiert die Ubertragung von zwei Elektronen auf Chinon, wodurch das stabile
Produkt Hydrochinon gebildet wird. {-Crystalline katalysieren bei chinoiden Substraten
hingegen eine Ein-Elektronen-Ubertragung, die zur Entstehung von reaktiven
Semichinonradikalen fuhrt. Neuere Forschungsergebnisse deuten jedoch darauf hin,
dass der Reaktionsmechanismus einiger Oxidoreduktasen abhangig ist von dem zur
Verfligung stehenden Substrat (Mano et al., 2000).
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Die in der Pflanze durch die NAD(P)H-abhangigen Enon-Oxidoreduktasen FaEO und
SIEO katalysierte Reaktion von HMMF zu HDMF stellt wahrscheinlich eine Zwei-
Elektronen-Ubertragung dar. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass es
sich bei dieser Reaktion um zwei direkt nacheinander ablaufende Ein-Elektronen-
Ubertragungen handelt, bei denen sich das Intermediat nicht vom Enzym-Substrat-
Komplex I6sen kann, ein Mechanismus der fur die von DT-Diaphorase katalysierte
Reaktion bereits vorgeschlagen wurde (Tedeschi et al., 1995).

In einem Substratscreening, das mit heterolog exprimierter FaEO durchgefihrt wurde,
wurde festgestellt, dass FaEO keine der folgenden q,B-ungesattigten
Carbonylverbindungen umsetzt: 2E-Hexenal, 3E-Hexen-2-on, 5-Methyl-3 E-hexen-2-on,
1,2-Cyclohexadion, 2,3-Butandion, Cumarin, Astaxanthin, Zimtaldehyd, p-Cumarsaure,
Ferulasaure, Dimethoxyzimtsaure und Benzil. Die einzigen Substanzen, die in diesem
Screening zu ihren gesattigten Derivaten umgesetzt wurden, waren die synthetisierten
Substanzen HMMF, EDHMF, HMPDF und BDHMF (Klein et al., 2007). Aufgrund der
Erkenntnisse Uber die strukturellen Anforderungen an die Substrate und der Tatsache,
dass FaEO und auch SIEO eine Doppelbindung, die einer Carbonylgruppe benachbart
ist, reduzieren ohne die Carbonylgruppe zu verandern, wurden die urspringlich als
Chinon-Oxidoreduktasen bezeichneten Enzyme in Enon-Oxidoreduktasen umbenannt.
Da eine hohe Ubereinstimmung in der Proteinsequenz von FaEO und SIEO gegeben
ist und die beiden Enzyme in der Pflanze die gleiche Reaktion katalysieren, wurde far
SIEO kein weiteres Substratscreening durchgefiihrt. Die Ermittlung von kinetischen
Daten fir das natlrliche Substrat HMMF war aufgrund der hohen Reaktivitat und
Instabilitdt der Substanz nicht mdglich. Es wurden daher die biochemischen Daten von
SIEO mit EDHMF, HMPDF und BDHMF als Substraten bestimmt.

Da die zu testenden Substanzen nicht kommerziell erhéltlich sind, war es notwenig die
Verbindungen zu synthetisieren. Die Umsetzung von HMF mit verschiedenen
Aldehyden fuhrt nach Ledl et al. (1978) zu einem groBen Spekirum an
a,B-ungeséttigten Verbindungen. Durch Reaktion von HMF mit den Aldehyden
Acetaldehyd, Propionaldehyd und Butyraldehyd war es mdglich, die stabilen
ungesattigten 4-Hydroxy-3(2H)-furanone EDHMF, HMPDF und BDHMF zu erhalten.
Um das Enzym SIEO zu charakterisieren, wurde die enzymkinetischen Parameter
Vmaxs Km, Kikat Und kyat/ Ky bestimmt und mit den Daten von FaEO verglichen (Tab. 2).

Enzymatisch katalysierte Reaktionen sind durch das Ph&nomen der Séttigung
gekennzeichnet: Auch bei sehr hohen Substratkonzentrationen kann die
Umsatzgeschwindigkeit v  eines Enzyms nicht UOber eine maximale
Umsatzgeschwindigkeit vimax hinausgehen. Angegeben wird die Umsatzgeschwindigkeit
v als Substratstoffmenge, die pro Sekunde pro mg Enzym umgesetzt wird. Die
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maximalen Umsatzgeschwindigkeiten von SIEO fir die drei untersuchten Substrate
EDHMF, HMPDF und BDHMF sind jeweils etwa um den Faktor 6 - 11 niedriger als die
maximalen Umsatzgeschwindigkeiten der FaEO. Die daraus berechnete Wechselzahl
gibt an, wie viele Moleklle des Substrats vom aktiven Zentrum des Enzyms pro
Sekunde umgesetzt werden.

Auch die Wechselzahlen fur die drei Substrate liegen bei SIEO jeweils etwa um den
Faktor 5 - 10 niedriger als die Wechselzahlen der FaEO. Da sich die Wechselzahl kg
auf die Anzahl der umgesetzten Substratmoleklle pro Enzymmolekil bezieht, ist diese
als ein besseres MaB fir die vergleichende Charakterisierung von Enzymen
anzusehen als die maximale Umsatzgeschwindigkeit: Das Enzym SIEO setzt bei
Substratséattigung von den Substraten EDHMF und HMPDF 0,39 bzw. 0,34 Molekiile
pro Sekunde um, von dem Substrat BDHMF 0,15 Molekile. BDHMF wird im aktiven
Zentrum der SIEO daher weniger schnell reduziert als die Substrate EDHMF und
HMPDF, was sich méglicherweise durch die langere Kohlenstoffkette am C-2-Rest des
Furanonrings erklaren lasst.

Das Enzym FaEO reduziert bei Substratsattigung pro Sekunde 1,94 Molekiile EDHMF,
2,69 Molekile HMPDF und 1,43 Molekile BDHMF. Die Umsetzung des Substrats
HMPDF durch FaEO erfolgt daher am schnellsten, gefolgt von EDHMF und BDHMF.
Jedoch unterscheiden sich die Wechselzahlen fir die Reduktion der drei Substrate nur
gering, was bedeuten kénnte, dass die Lange der Kohlenstoffkette des C2-Rests des
Furanonrings einen eher unbedeutenden Einfluss auf die Umsetzung durch FaEO hat.
Da es sich bei EDHMF, HMPDF und BDHMF um HMMF-analoge Verbindungen
handelt, die sich ausschlieBlich in der LAnge des C2-Kohlenstoffrests unterscheiden,
ist stark anzunehmen, dass sich die Wechselzahlen der beiden Enzyme SIEO und
FaEO fir ihr natirliches Substrat HMMF im selben Rahmen bewegen, wie die
bestimmten Wechselzahlen fir die drei untersuchten Substrate.

Die Anzahl der Substratmolekile EDHMF, HMPDF und BDHMF, die von der FaEO und
SIEO pro Sekunde reduziert werden, sind eher im niedrigen Bereich angesiedelt. Die
héchsten Wechselzahlen erreichen beispielsweise Enzyme wie die NADPH Chinon-
Oxidoreduktase (EC 1.6.99.6) aus Kluyveromyces marxianus fir das Substrat 1,4-
Benzochinon mit 950000 [1/s] oder die Katalase (EC 1.11.1.6) beim Abbau des
Zellgiftes HO, mit 950000 [1/s] (Daten aus BRENDA The Enzyme Information System,
(Chang et al., 2009).

Ein weiterer Parameter fir die Charakterisierung von Enzymen ist die
Michaeliskonstante Ky. Sie ist als ein MaB fir die Affinitdt eines Enzyms zu seinem
Substrat anzusehen und ist als diejenige Substratkonzentration zu verstehen, bei der
die halb-maximale Umsatzgeschwindigkeit v erreicht wird. Je niedriger die
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Michaeliskonstante ist, desto hdher ist die Affinitdt des Enzyms zu seinem Substrat.
Bei SIEO wurde die hochste Affinitat fir das Substrat BDHMF gemessen,
(Kw= 1,13 mM) gefolgt von den Substraten EDHMF (Ky= 1,59 mM) und HMPDF
(Ku=2,41 mM). FaEO zeigt die hoéchste Affinitat fiar das  Substrat
BDHMF(Ky = 0,82 mM), gefolgt von den Substraten HMPDF (Ky= 1,04 mM) und
EDHMF (Ky= 2,14 mM).

Die Affinitaten von SIEO und FaEO zu den getesteten Substraten unterscheiden sich
insgesamt jedoch nur in geringem MaBe, weshalb angenommen werden kann, dass
die Lange der Kohlenstoffkette am C2-Rest des Furanonrings fur die Affinitat der
Enzyme zu ihren Substraten eine eher untergeordnete Rolle spielt. Einen gréBeren
Einfluss auf die Affinitat scheinen eher die Furanonstruktur und funktionelle Gruppen
wie die Ketogruppe zu haben.

Unter physiologischen Bedingungen sind Enzyme meist nicht mit Substrat gesattigt,
was bedeutet, dass nicht die maximale Umsatzgeschwindigkeit erreicht wird. Ein fir
die Bestimmung der Wirksamkeit eines Enzyms sinnvoller Parameter ist daher die
Angabe der katalytischen Effizienz kyy/ Ky, in welche die Wechselzahl und die
Michaeliskonstante eines Enzyms mit eingehen. Je gr6Ber die Wechselzahl ki, und je
kleiner die Michaeliskonstante Ky, desto gréBer ist die katalytische Effizienz eines
Enzyms (Kka-Uber-Ky-Kriterium).

Die katalytische Effizienz der SIEO ist mit 0,25 s'mM™ fur das Substrat EDHMF am
gréBten, far die Substrate HMPDF und BDHMF ist sie gleich groB (kia/Ku =
0,14 s'mM"). FaEO katalysiert dagegen die Reduktion von HMPDF mit der gréBten
Effizienz (kkat/ Ku = 2,60 s'mM™), gefolgt von BDHMF (ke / K = 1,90 s'mM™) und
EDHMF (ks / Ky = 0,90 s'mM™). Die katalytischen Effizienzen von SIEO und FaEO fiir
die drei getesteten Substrate unterscheiden sich nur in geringerem MaBe, tendenziell
sind die katalytischen Effizienzen von SIEO jedoch etwas niedriger als die von FaEO.
Die Lange der Kohlenstoffkette am C2-Rest des Furanonrings scheint eine geringe
Bedeutung fir die katalytische Effizienz der Enzyme zu haben. Es ist daher davon
auszugehen, dass die katalytische Effizienz der beiden Enzyme fir ihr natirliches
Substrat HMMF in der gleichen GréBenordnung wie flir die getesteten Substrate liegt.
Die héhere Effizienz der FaEO korreliert mit der héheren Konzentration von HDMF in
Erdbeeren gegenlber Tomaten (Buttery et al., 1994; Perez et al., 1996).

Die katalytischen Raten und Wechselzahlen von Enzymen des Sekundarmetabolismus
liegen haufig einige GréBenordnungen niedriger als die von Enzymen des
Primarmetabolismus. Pflanzen sind jedoch haufig in der Lage, diese schlechten

Effizienzen zu kompensieren und hohe Syntheseraten zu erreichen, in dem das Enzym
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zu einem bestimmten Zeitpunkt sehr hoch exprimiert wird (Pichersky und Gang, 2000).
Bei FaEO handelt es sich um ein Enzym, das reifekorreliert exprimiert wird und in der
reifen Erdbeerfrucht die maximale Expression erreicht (Raab et al., 2006). Diese
reifekorrelierte Expression kann im Zusammenspiel mit der Tatsache, dass die
héchsten Konzentrationen von HMMF, dem naturlichen Substrat der FaEO, auch in
reifen roten Frlchten detektiert wurden (Klein et al.,, 2007), trotz der eigentlich
schlechten katalytischen Effizienz des Enzyms zu einer effektiven Bildung von HDMF
in der Erdbeerfrucht fuhren.

Zu dem Expressionsmuster der SIEO in der Tomate liegen keine Daten vor. Es ist also
moglich, dass auch bei diesem Enzym eine reifekorrelierte Steigerung der Expression
stattfindet. Dass HMMF auch in der Tomatenfrucht vorliegt und als Substrat fur SIEO
bei der HDMF-Biosynthese dient, wurde von Klein et al. (2007) gezeigt.
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2.2 Enon-Oxidoreduktase-herabregulierte Erdbeerfriichte

In einer spanischen Arbeitsgruppe wurden stabil transgene Erdbeerpflanzen der
Varietat Fragaria x ananassa var. Chandler hergestellt, bei denen das Gen, das flr die
Fragaria x ananassa Enon-Oxidoreduktase codiert, herabreguliert wurde. Die
Herstellung der transgenen Pflanzen erfolgte Uber einen bereits beschriebenen
Mechanismus (Quesada et al., 2009). Mittels quantitativer PCR wurde der Grad der
Herabregulation in verschiedenen Linien gepriift. Es wurde Extrakte aus den Friichten
verschiedener Linien gewonnen und mit LC-MS untersucht, um den HDMF-Gehalt der
Frichte zu bestimmen. Durch Auswertung von 2-D-Gelelektrophorese-Gelen von
Proteinextrakten der transgenen Frichte wurden die Auswirkungen einer dauerhaften
Stilllegung des fir FaEO codierenden Genabschnitts auf das Proteom untersucht.

2.2.1 Metabolit-Untersuchung der FaEOi-Friichte

Die Untersuchung der Metabolite erfolgte mittels LC-MS-Messung mit zusatzlicher UV-
Detektion von Ethylacetat-Extrakten der transgenen Erdbeerfriichte. Die transgenen
Pflanzen wurden in Spanien hergestellt und dort kultiviert. Der Grad der
Herabregulation des FaEO-Gens in den verschiedenen transgenen Erdbeerlinien
wurde mit quantitativer PCR bestimmt (Tab. 3).

Tab. 3: Ergebnisse der quantitativen PCR der verschiedenen transgenen Linien.

Linie Menge an Transkript im Vergleich zur Kontrolle
FaEQi-1 1,76 %
FaEQi-8 4,20 %
FaEQi-14 2,63 %
FaEQi-17 2,65 %
FaEQi-21 3,01 %
FaEOQi-22 1,63 %
FaEQi-24 2,09 %
FaEQi-27 1,12 %
FaEQi-29 3,12 %

Die geernteten Frichte wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und nach
Deutschland geschickt. Da nur eine geringe Anzahl an Erdbeeren zur Verfigung stand,
mussten Frichte unterschiedlichster GroBe und Féarbung eingesetzt werden. Als
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Kontrolle dienten Friichte von Erdbeerpflanzen der gleichen Varietat, die nicht mit dem
Antisense-FaEO-Gen transfiziert wurden, sondern in die ein GUS-Kontrollkonstrukt
eingebaut wurde.

In roten Erdbeerfrichten der Varietdt Chandler ist HDMF mit einem Gehalt von
13,69 pug pro g Frischgewicht das mengenmaBig bedeutendste Furanon, gefolgt von
HDMF-B-D-glucopyranosid mit einem Gehalt von 2,37 pg/g und 2,5-Dimethyl-4-
methoxy-3(2H)furanon mit einem Gehalt von 0,30 pg/g (Perez et al., 1996). Die
Herabregulation der FaEO hat somit vorrausichtlich den gréBten Einfluss auf den
Gehalt an HDMF, der in den transgenen Fruchten deutlich verringert sein sollte.

Bei der Untersuchung der transgenen Frlichte war nicht der absolute Gehalt an HDMF
von Interesse, sondern es sollte der HDMF-Gehalt der transgenen Frichte mit dem
HDMF-Gehalt der Kontrollfriichte verglichen werden. Daher wurde der relative Gehalt
an HDMF bezogen auf den Internen Standard HMF und auf die Einwaage berechnet
und die HDMF-Gehalte Uber diesen relativen Gehalt verglichen.
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Abb. 16: Graphische Darstellung der relativen HDMF-Gehalte der transgenen
Erdbeerfriichte im Vergleich zu Kontrollfriichten. Nach Ethylacetat-Extraktion mit
anschlieBender LC-MS-Messung wurde unter Einbeziehung des Internen Standards HMF und
der Einwaage der relative HDMF-Gehalt bestimmt. Die Gehalte der Kontrollfriichte sind dunkel

dargestellt.

Wie in Abb. 16 deutlich zu erkennen ist, schwanken die relativen HDMF-Gehalte der
vier Kontrollfriichte zwischen 0,98 und 2,48, die die starke biologische Variabilitat
widerspiegeln.

Der relative HDMF-Gehalt der Linie FaEQi 17 liegt mit 3,00 tGber dem hdchsten Gehalt
einer Kontrollfrucht. Die Gehalte der Linien FaEQi 14, 8, 29 und 27 liegen etwa im
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Bereich der Kontrollfriichte. Lediglich die relativen HDMF-Gehalte der Linien FaEQi 1,
22, 24 und 21 liegen signifikant unterhalb des niedrigsten Gehalts einer Kontrollfrucht.
Die besten Erfolge der Herabregulation der FaEO und somit die niedrigsten relativen
HDMF-Gehalte wurden mit den Linien FaEOi 24 und 21 mit Gehalten von 0,17 bzw.
0,01 erzielt. In den Frichten der Linie FaEOi 21 ist praktisch kein HDMF enthalten
(Abb. 17).
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Abb. 17: UV-Chromatogramm bei 280 nm (A) und EIC-Chromatogramm der lonenspur
m/z 129 (B) einer Kontrollfrucht (1) und einer Frucht der Linie FaEOi 21 (2). Bei dem Peak
mit der Retentionszeit 10,8 min (A) handelt es sich um den Internen Standard HMF, bei dem
Peak mit der Retentionszeit 16,0 min (A und B) um HDMF.

Da fur die Untersuchung des Proteoms der transgenen Erdbeerfriichte mittels
2-D-Gelelektrophorese aufgrund der hohen Anzahl an transgenen Linien nicht alle
verwendet werden konnten, wurde Uber die Untersuchung der HDMF-Gehalte eine
Auswahl getroffen. Neben den Kontrollfriichten wurden nur Friichte der transgenen
Linien FaEOi 24 und FaEOi 21 zur Herstellung von Proteinextrakten fir die
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2-D-Gelelektrophorese verwendet, da diese die niedrigsten relativen HDMF-Gehalte

aufwiesen.

2.2.2 Effekte der Herabregulation des FaEO-Gens auf das Proteom der
Erdbeerfriichte

Inwieweit die Herabregulation des FaEO-Gens einen Einfluss auf das Proteom der
transgenen Erdbeerfriichte hat, wurde mittels Proteomanalyse untersucht. Dazu wurde
eine zweidimensionale Gelelektrophorese durchgefihrt. Prinzip dieser Untersuchung
ist die isoelektrische Fokussierung (IEF) der Proteine in einer ersten Dimension und
deren  nachfolgende  Auftrennung nach ihrem  Molekulargewicht  mittels
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) in einer zweiten
Dimension.

Um den Einfluss der Herabregulation festzustellen wurden neben Frichten der
transgenen Linien FaEOi 21 und 24 auch Kontrollfrichte zur 2-D-Gelelektrophorese
verwendet, um das Proteom der transgenen Friichte mit dem der Kontrollfriichte

vergleichen zu kénnen.

2.2.21 Durchflihrung der Proteomanalyse

Um unterschiedlich exprimierte Proteine der transgenen Frlchte im Vergleich zu den
Kontrollfrichten erkennen zu kénnen, war eine hohe Reproduzierbarkeit der 2-D-Gele
notwendig, die durch optimale Proteinextraktion und Durchfihrung der 2-D-
Gelelektrophorese erreicht wurde.

Der kritischste Punkt einer Proteomanalyse ist die Proteinextraktion und die
Probenvorbereitung.  Die  Erdbeerfrucht  zahlt  aufgrund ihrer  niedrigen
Proteinkonzentration und des hohen Gehalts an  Zuckern und phenolischen
Verbindungen zu den Geweben, aus denen sich Proteine nur schwer isolieren lassen.
Daher wurde zur Proteinisolierung eine Methode verwendet, die speziell fur solche
schwierigen Pflanzengewebe entwickelt wurde (Saravanan und Rose, 2004). Durch
Extraktion mit Phenol und anschlieBender Ausféllung der Proteine mit methanolischer
Ammoniumacetat-Lésung wurden ausreichende Proteinmengen isoliert. Um fir die
isoelektrische Fokussierung und die anschlieBende SDS-PAGE eine gute Léslichkeit
der Proteine, inbesondere auch der Membranproteine, zu erreichen, ist eine Mischung
aus 7 M Harnstoff und 2 M Thioharnstoff mit CHAPS verwendet worden (Rabilloud et
al., 1997).

Die 2-D-Gelelektrophorese wurde in Anlehnung an die Protokolle von Gérg und
Mitarbeitern durchgefihrt (Gorg et al., 2004; Gérg et al., 2007). Die Probenapplikation
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bei der IEF erfolgte mittels Cup Loading, da dadurch im Vergleich zum In-gel-
Rehydration-Loading verlasslichere Ergebnisse, insbesondere bei quantitativen
Analysen, erreicht werden (Gérg et al., 2007). Um eine zu hohe Salzkonzentration, die
eine optimale Fokussierung der Proteine in der ersten Dimension stéren kann, zu
verhindern, wurden die Proben vor der eigentlichen Fokussierung durch eine
zweistlndige Vorlaufzeit bei niedriger Spannung entsalzt.

Die quantitative Auswertung der Gele erfolgte nach einer kolloidalen Coomassie-
Farbung, die nach einem Protokoll von Neuhoff und Mitarbeitern durchgefiihrt wurde
(Neuhoff et al., 1988). Bei Auftragen einer Menge von genau 550 pg Protein wurde so
ein gutes Farbeergebnis erzielt.

2222 Proteomanalyse mittels 2D-PAGE

Die Proteine der transgenen Erdbeerfrichte wurden aufgereinigt und anschlieBend
mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese aufgetrennt. Die 2-D-PAGE-Gele wurden
mit Coomassie gefarbt, eingescannt und die Bilddateien nachfolgend softwaregestitzt
ausgewertet. Die Spotmuster der Gele der transgenen Erdbeerfriichte, in denen das fir
FaEO codierende Gen herabreguliert war, wurden mit den Gelen der Kontrollfriichte
verglichen. Im Folgenden werden aus Grinden des einfacheren Verstandnisses die
verwendeten Kontrollfrichte als ,Kontrollgruppe® und die transgenen Erdbeerfriichte
als ,Experimentalgruppe“ bezeichnet. Ein Proteinspot galt als reguliert, wenn dessen
durchschnittliche Spotintensitat aus drei unabhangigen Experimenten wenigstens um
den Faktor 0,3 bzw. 5 zwischen Kontroll- und Experimentalgruppe variierte
(Regulationsfaktor 2D-PAGE < 0,3 bzw. = 5,0). Des Weiteren wurden nur solche
Proteinspots naher betrachtet, die in mindestens zwei von drei Gelen der
Kontrollgruppe und in mindestens zwei von drei Gelen der Experimentalgruppe
vorhanden waren. Diese Vorgaben schrankten die Anzahl der Spots auf 26 ein. Durch
manuelle Kontrolle der absoluten Spotintensitdten dieser 26 Proteinspots wurden
sechs herausgefiltert, bei denen eine deutliche Regulation entweder in einer der beiden
Experimentalgruppen FaEQOi 21 und 24 oder auch in beiden Gruppen vorhanden war.
Durch die manuelle Kontrolle der Gele wurde ein weiterer Proteinspot gefunden, der
durch die oben genannten Kriterien herausgefallen war. Er war in keinem der
Kontrollgele vorhanden, aber in den Gelen der Experimentalgruppe FaEQi 21 als
deutlicher Spot zu erkennen. Diese sieben in den Experimentalgruppen deutlich
veranderten Proteinspots wurden ausgewahlt und massenspektrometrisch analysiert
(Abb. 18).
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Abb. 18: Regulierte Proteine dargestellt anhand des Proteoms der Kontrollgruppe nach
2D-PAGE. Reprasentatives 2D-PAGE-Gel nach kolloidaler Coomassie-Farbung. Die rot
markierten Proteinspots sind in mindestens einer der beiden Experimentalgruppen FaEOQOi 21
und 24 mindestens 0,3- bzw. 5-fach reguliert im Vergleich zur Kontrollgruppe
(pl = isoelektrischer Punkt; MW = Molekulargewicht).

Die Ergebnisse der massenspektirometrischen Analyse wurden mit der MSDB, einer
Proteinsequenz-Datenbank, die geflhrt wird von dem Proteomics-Department des
Hammersmith Campus of Imperial College London, abgeglichen. In Tab. 4 sind die
Ergebnisse fir die regulierten Proteine dargestellt. Angegeben sind die
Regulationsfaktoren in den Experimentalgruppen FaEOi 21 und 24, die aus der
Datenbank erhaltenen Informationen und die Sequenzabdeckung. Eine Identifizierung
war lediglich flr sechs der untersuchten Spots mdéglich, aufgrund der ungenliigenden
massenspekirometrischen Daten konnte Spot-Nr. 7 nicht identifiziert werden.
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Tab. 4: Ubersicht iiber die regulierten Proteine in den Experimentalgruppen FaEOi 21
und 24. (RF = Regulationsfaktor; MW = Molekulargewicht laut Datenbank; pl = isoelektrischer
Punkt laut Datenbank; SA = Sequenzabdeckung)

Spot- RF
Nr. FaEOi21/24

SA

Protein-Name MSDB-Code MW pl [%]

Quinone oxidoreductase

1 0,29/0,21 .
- Fragaria x ananassa

Q84V25_FRAAN 34,2 5,56 54

Putative quinone oxidoreductase

2 0,09/0,04 - Fragaria x ananassa

Q94110_FRAAN 36,2 6,62 52

Defensin bzw.

3 5,55/ --- . ) .
Disease resistance response proteine

LMW heat shock protein

- Fragaria x ananassa 049962 FRAAN 17,4 6,17 42

NADPH Quinonoxidoreductase chain J

5 0707007 " pinus luteus

R/FR photoreceptor (Fragment)

6 092/01 " Givis limon

Q84P46_CITLI 24,4 6,48 24

7 0,90/0,18

Nicht alle untersuchten Protein-Spots waren in den beiden Experimentalgruppen in
gleicher Weise bzw. um den gleichen Faktor reguliert. Nur zwei Protein-Spots wiesen
eine sehr ahnliche Regulation in beiden Experimentalgruppen auf, wahrend sich die
Regulationsfaktoren der anderen Spots zum Teil deutlich unterschieden.

Spot-Nr. 1 und 2 waren im Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl in Experimentalgruppe
FaEQi 21 als auch in Experimentalgruppe FaEOi 24 mit Regulationsfaktoren von 0,29
bzw. 0,21 deutlich herabreguliert (Abb. 19).

Spot-Nr. 3 hatte in der Kontrollgruppe eine sehr niedrige Intensitat und war in
Experimentalgruppe FaEOi 21 um Faktor 5,55 hochreguliert. In Experimentalgruppe
FaEQi 24 wurde der Spot nicht detektiert. Ahnlich verhalt es sich mit Spot-Nr. 4, der
weder in der Kontrollgruppe noch in Experimentalgruppe FaEQOi 24 detektiert wurde,
sondern nur in Experimentalgruppe FaEQi 21 deutlich sichtbar war (Abb. 20). Aufgrund
des Fehlens des Spots in der Kontrollgruppe war die Bestimmung eines
Regulationsfaktors fir Spot-Nr. 4 nicht méglich.

Die Spot-Nr. 5, 6 und 7 waren mit Regulationsfaktoren von 0,07, 0,11 bzw. 0,18 in der
Experimentalgruppe FaEOi 24 deutlich herabreguliert, wahrend diese Spots in der
Experimentalgruppe FaEQOi 21 mit Regulationsfaktoren von 0,70 bis 0,92 nur eine sehr
geringfugige oder fast keine Herabregulation aufwiesen (Abb. 21).
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Abb. 19: 2-D-PAGE-Gelausschnitte zur vergroBerten Darstellung der Spots 1 und 2. Die

unterschiedliche Spotintensitat in der Kontrollgruppe (A) und in den Experimentalgruppen
FaEQi 21 (B) und FaEQi 24 (C) ist deutlich zu erkennen.
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Abb. 20: 2-D-PAGE-Gelausschnitte zur vergroBerten Darstellung der Spots 3 und 4. In der

Experimentalgruppe FaEOi 21 (B) ist eine deutliche Hochregulation der beiden Spots im
Vergleich zur Kontrollgruppe (A) zu erkennen.
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Abb. 21: 2-D-PAGE-Gelausschnitte zur vergroBerten Darstellung der Spots 5, 6 und 7. In
der Experimentalgruppe FaEOQi 24 (B) ist eine deutliche Herabregulation der Spots im Vergleich

zur Kontrollgruppe (A) zu erkennen.

2.2.3 Diskussion

2.2.3.1 Auswahl der transgenen Erdbeerlinien zur weiteren Verwendung

Die Ergebnisse der quantitativen PCR zeigten, dass die Transkriptmenge des FaEO-
Gens in allen aus Spanien erhaltenen transgenen Erdbeerlinien gegenitber der
Kontrolllinie deutlich reduziert war. Es war daher zu erwarten, dass auch die Menge
des Enzyms FaEO und somit auch die HDMF-Konzentration niedriger ausfallen wiirde
als in den Kontrolllinien. Bei der Bestimmung des relativen HDMF-Gehaltes von
Fruchten der transgenen Linien im Vergleich zu den Kontrolllinien wurde jedoch nur in
wenigen Linien deutlich niedrigere relative HDMF-Gehalte festgestellt, wahrend in den
meisten Linien Gehalte in der GréBenordnung der Kontrollen gemessen wurden. Eine
eindeutige Korrelation von FaEO-Transkriptmenge und HDMF-Gehalt war nicht zu

erkennen. Es missen somit weitere Kontrollmechanismen eine Rolle spielen.

2.2.3.2 Proteinextraktion und Durchfliihrung der Proteomanalyse

Das Proteom umfasst alle Proteine, die in einem Gewebe zu einem bestimmten
Zeitpunkt unter bestimmten Bedingungen exprimiert werden. Da Proteine strukturelle
und funktionelle Schlisselmolekile sind, ist die Charakterisierung des Proteoms
notwendig um die Funktionsweise biologischer Systeme zu verstehen (Beranova-
Giorgianni, 2003). Die einzige Mébglichkeit, um Tausende von Proteinen simultan
aufzutrennen und so das Proteom untersuchen zu kdnnen, st die
2-D-Gelelektrophorese (Marouga et al., 2005). Um die hohe Auflésung der
2-D-Gelelektrophorese nutzen zu koénnen, mussen die Proteine einer Probe
denaturiert, disaggregiert, reduziert und in Lésung gebracht werden, um molekulare
Interaktionen zu unterbinden und um sicherzustellen, dass jeder Spot eines 2-D-Gels
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ein individuelles Polypeptid représentiert (Goérg et al., 2007). Daher spielen die
Probenvorbereitung und die Proteinextraktion bei der Durchflhrung einer
2-D-Gelelektrophorese eine Uberaus wichtige Rolle. Die Proteinextraktion aus
Pflanzenmaterial ist meist problematischer als die Extraktion anderer Gewebe, da
pflanzliche Gewebe haufig reich an Proteasen sind und Speicherpolysaccharide,
Lipide, phenolische Verbindungen und verschiedenste Sekundarmetaboliten enthalten,
die die Proteinextaktion und anschlieBende Analyse beeinflussen kénnen (Saravanan
und Rose, 2004). Insbesondere die Proteinextraktion aus Friichten stellt eine
schwierige Aufgabe dar, da Frichte einen hohen Anteil stérender Substanzen
enthalten. Der Proteingehalt ist jedoch sehr gering (Song et al., 2006). Ein wichtiger
Schritt in der Probenvorbereitung fur die 2-D-Gelelektrophorese ist die Abtrennung von
Polysacchariden der Zellwand, den Pektinen, die vor allem positiv geladene Proteine
binden kénnen und einen groBen Einfluss auf die Migration der Proteine in der 2-D-
Gelelektrophorese haben (Saravanan und Rose, 2004). Die in dieser Arbeit
verwendete Methode beruht auf der Extraktion der Proteine durch Phenol und
anschlieBende Fallung mit methanolischer Ammoniumacetat-Lésung (Saravanan und
Rose, 2004). Mit dieser Methode lieB sich eine groBe Menge an Protein, die fir die
anschlieBende Analyse eingesetzt werden konnte, extrahieren. Die gute Abtrennung
stérender Substanzen mit diesem Protokoll lasst sich an der Qualitat der 2-D-Gele
erkennen, in denen die Proteinspots eine gute Fokussierung und Auflésung aufweisen.
Da das Proteom einer Zelle bzw. eines Organismus ein dynamisches System ist, das
durch zahlreiche Parameter wie z. B. Kulturbedingungen und Differenzierungsgrad
beeinflusst wird, ist es wichtig die Bedingungen der Proteomanalyse soweit wie
moglich zu standardisieren um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Die
Durchfiihrung der Probenvorbereitung und der 2-D-PAGE erfolgte daher durch eine
exakte Einhaltung der beschriebenen Protokolle.

Nach der 2-D-PAGE wurden die Gele mit kolloidalem Coomassie gefarbt. Die
Sensitivitat dieser Proteinfarbung liegt bei etwa 10-30 ng pro Spot (Barrett et al., 2005;
Candiano et al., 2004). Eine h6here Sensitivitdt kann durch Silberfarbung erreicht
werden, mit der noch Proteinspots von unter 1 ng detekiert werden kdénnen. Da die
Silberfarbung jedoch keine Endpunktfarbung darstellt, ist die Reproduzierbarkeit gering
und die Intensitat der Farbung kann von Gel zu Gel variieren. Die Silberféarbung ist
daher nicht fir quantitative Untersuchungen geeignet (Westermeier und Marouga,
2005).

Im Gegensatz dazu ist die Farbung mit kolloidalem Coomassie eine Endpunktféarbung,
bei der durch Zusatz von Methanol eine komplette Durchfarbung des Gels erreicht wird
und somit gute Ergebnisse, die zur quantitativen Auswertung geeignet sind, erzielt
werden (Neuhoff et al., 1988; Westermeier und Marouga, 2005). Fir die in Rahmen
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dieser Arbeit untersuchten Proteine war die Sensitivitdt der Coomassie-Farbung
ausreichend und es wurde eine gute Farbung der 2-D-Gele erreicht.

Eine Hauptschwierigkeit der 2-D-Gelelektrophorese besteht trotz technischer
Verbesserungen in der begrenzten Reproduzierbarkeit der 2-D-Gele (Barrett et al.,
2005). Um statistisch sinnvolle quantitative Aussagen zu erhalten, ist es daher
notwenig Mehrfachbestimmungen durchzufihren. In dieser Arbeit wurden jeweils drei
Erdbeerfriichte einer Gruppe gepoolt um Schwankungen, die durch die biologische
Variabilitdt auch innerhalb einer Gruppe vorhanden sind, auszugleichen. Aus diesem
Pool wurden dann jeweils drei unabhangige Experimente durchgefiihrt. Als reguliert
wurden nur diejenigen Proteine angesehen, deren Expression zwischen Kontroll- und
Experimentalgruppe mindestens um den Faktor 0,3 bzw. 5 verandert war. Da der
Variationskoeffizient der relativen Proteinmenge bei Experimenten der gleichen Probe,
also technischen Replikaten, in einem Bereich von 16 bis 39 % liegt, muss sich die
Expression mindestens um den Faktor 2 unterscheiden um eine statistische Signifikanz
zu erreichen (Barrett et al., 2005). Mit den angewendeten Faktoren kann also eine
sinnvolle quantitative Aussage getroffen werden.

2.2.3.3 Regulierte Proteine der transgenen Erdbeerlinien

Die Ergebnisse der vergleichenden Proteomanalyse der Kontrollgruppe und der
Experimentalgruppen FaEQOi 21 und 24 zeigen, dass die Herabregulation des FaEO-
Gens einen Einfluss auf die Expression verschiedener Proteine hat. Der GroBteil der
etwa 900 Protein-Spots war in den drei untersuchten Gruppen &ahnlich exprimiert,
jedoch wurden in den Experimentalgruppen sieben deutlich veranderte Proteinspots
detektiert, die einer massenspekirometrischen Analyse unterzogen wurden. Von
diesen sieben Spots waren flnf herabreguliert und nur zwei waren in ihrer Expression
erhéht. Eine abschlieBende Aussage, dass die Herabregulation des FaEO-Gens nur
einen Einfluss auf diese sieben Proteine der Erdbeerfrucht hat, kann damit jedoch nicht
getroffen werden, da zum einen bei der durchgefiihrten 2-D-Gelelektrophorese nicht
das gesamte Proteom eines Gewebes dargestellt wird und beispielsweise sehr groBe
und sehr kleine Proteine oder auch hydrophobe Proteine unter Standardbedingungen
nicht erfasst werden (Beranova-Giorgianni, 2003). Zum anderen missen die Proteine
in einer gewissen Kopienzahl im Gewebe vorliegen um mit der kolloidalen Coomassie-
Farbung angefarbt zu werden. So kénnen Membranproteine oder Regulatorproteine
mit der durchgefihrten 2-D-Gelelektrophorese nur schlecht erfasst werden.

Um nach der 2-D-Gelelektrophorese die Protein-Spots von Interesse zu identifizieren
wird meist ein enzymatischer Verdau durchgefuhrt. Die dabei gebildeten Peptide
werden extrahiert und anschlieBend massenspekirometrisch analysiert. Haufig
geschieht dies durch eine ,peptide mass fingerprint‘-Analyse, bei der aus den
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gebildeten Peptiden ein fiir das Protein typisches Profil erhalten wird, das mit den in
einer Datenbank enthaltenen Profilen abgeglichen wird. Die ,peptide mass fingerprint:-
Analyse ist allerdings schwierig bei Spezies, von deren Genom und Proteom nur
Fragmente bekannt sind (Carpentier et al., 2008), da dann die Chance signifikante und
konservierte Peptide zu finden sinkt und die ,peptide mass fingerprint‘-Analyse zu
keinen oder falsch positiven Ergebnissen fihrt (Mathesius et al., 2002).

Das Genom von Fragaria x ananassa ist bislang noch nicht vollstandig sequenziert, im
Gegensatz zu Genomen von Arabidopsis thaliana oder Oryza sativa, die haufig als
Modell-Pflanzen verwendet werden. Die Untersuchung des Proteoms der Erdbeere
fuhrt daher zu einer niedrigen Proteinidentifizierungsrate. So wurden bei der 2-D-PAGE
basierten Analyse von 241 Protein-Spots der Erdbeere lediglich 97 Spots erfolgreich
identifiziert, was einer Erfolgsrate von etwa 40 % entspricht (Alm et al., 2007). Im
Gegensatz dazu wurden bei einer Untersuchung von 52 Protein-Spots von Oryza
sativa 51 Spots, also fast 100%, erfolgreich identifiziert (Yang et al., 2007).

Von den sieben detektierten regulierten Proteinspots konnten nur sechs anhand der
massenspektrometrischen Analyse zugeordnet werden. Die massenspektrometrischen
Daten fir Spot-Nr. 7 waren nicht ausreichend um (ber die Datenbankabfrage eine
Identifzierung durchzufihren.

Da das Genom der Erdbeere nicht vollstandig sequenziert ist, ist es mdglich, dass die
Sequenz des untersuchten Proteins nicht in der Datenbank, mit der das Profil des
Proteins abgeglichen wird, vorhanden ist. Bei einem derartigen Fall kann es sinnvoll
sein, Treffer aus anderen Spezies ndher zu betrachten, da diese homolog zu dem
gesuchten Protein sein kénnen.

Spot 1 und 2, die in den Experimentalgruppen FaEOi 21 und 24 im Vergleich zur
Kontrollgruppe deutlich herabreguliert waren, wurden durch die ,peptide mass
fingerprint’-Analyse als ,Fragaria x ananassa Quinone Oxidoreductase“ bzw. ,putative
Fragaria x ananassa Quinone Oxidoreductase® identifiziert. Da FaEO urspringlich als
Fragaria x ananassa Chinon-Oxidoreduktase (FaQR) bezeichnet wurde und der Name
nachtraglich aufgrund der katalysierten Reaktion in Fragaria x ananassa Enon-
Oxidoreduktase geandert wurde (Klein et al., 2007), handelt es sich bei den
gefundenen Datenbankeintrdigen um das in den transgenen Erdbeerlinien
herabregulierte Enzym FaEO. Die zwei unterschiedlichen Datenbankeintrage
entsprechen zwei Formen des Enzyms FaEO. Es kénnte sich hierbei um Isoenzyme
oder Allozyme handeln. Im Gegensatz zu Isoenzymen, die die gleiche Reaktion
katalysieren, aber von unterschiedlichen Genen stammen, stellen Allozyme Enzyme
dar, die aus verschiedenen Allelen desselben Gens entstehen. Bei einer octaploiden
Pflanze wie Fragaria x ananassa ist das Auftreten von verschiedenen Allelen

desselben Gens nicht ungewdhnlich und es ist durchaus wahrscheinlich, dass mehr als
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zwei verschiedene Allele des FaEO-Gens existieren. Die Auftrennung der zwei Iso-
bzw. Allozyme durch die 2-D-Gelelekirophorese resultiet aus der leicht
unterschiedlichen Aminosdurezusammensetzung, durch die sowohl der isoelekirische
Punkt als auch das Molekulargewicht verandert ist. Die durch Raab et al. (2006)
vorgenommene Charakterisierung erfolgte mit dem Spot 2 entsprechenden Protein,
daher handelt es sich bei diesem intensivsten Spot der Kontrollgruppe um eine aktive
Form des Enzyms FaEQO. Ob das andere Protein Spot 1 eine weitere aktive Form der
FaEO darstellt, kann hier nicht festgestellt werden, da Allozyme, die haufig durch
Punktmutationen entstehenden, durch diese Verdnderungen zum Teil inaktiviert sind.
Es ist allerdings auch mdglich, dass die Mutationen keinen Einfluss auf die Aktivitat des
Enzyms haben oder die Aktivitdt sogar noch verstarken. Darlber kann hier jedoch
keine Aussage getroffen werden.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass in den beiden transgenen Erdbeerlinien FaEQi 21
und 24 die durch RNAI induzierte Herabregulation des Enzyms FaEO erfolgreich war,
da sowohl bei der 2-D-Gelelektrophorese stark herabregulierte Spots der beiden
Formen der FaEO festgestellt wurden, als auch deutlich verringerte HDMF-
Konzentrationen bei der Metabolit-Analyse detektiert wurden (Kap. 2.2.3.1).

Spot 3 war in der Kontrollgruppe und auch in der Experimentalgruppe FaEQi 24 nicht
vorhanden und wurde nur in der Experimatalgruppe FaEOi 21 detektiert. Fir diesen
Spot wurde Uber die ,peptide mass fingerprint‘-Analyse als wahrscheinlichste
Ubereinstimmung ein Defensin festgestellt, allerdings ist die Qualitit des
MS-Spektrums schlecht und eine sichere Identifizierung ist mit den vorhandenen Daten
nicht méglich. Es besteht allerdings durchaus die Mdéglichkeit, dass es sich bei dem
Spot tatsachlich um ein Defensin handelt. Defensine sind Polypeptide mit einer
Kettenlange von weniger als 100 Aminosauren, die antimikrobielle Eigenschaften
haben und zur Pathogenabwehr dienen (Ganz, 2003). Sie kommen wahrscheinlich in
allen Pflanzen vor (Lay und Anderson, 2005) und wurden auch bereits in Frichten wie
Paprika (Meyer et al., 1996) und Pfirsich (Wisniewski et al., 2003) nachgewiesen. Es
gibt Hinweise, dass in Pflanzen die Induktion der Expression von Defensinen nicht nur
durch Infektion mit Pathogenen ausgelést wird, sondern auch durch Stress, der
beispielsweise durch Trockne, erhdhte Salzkonzentration oder Kalte verursacht wird
(Lay und Anderson, 2005). Da das Einbringen fremder DNA und die daraus
resultierende Transgenitdt einen massiven Eingriff in den Organismus der
Erdbeerpflanze bedeutet, der fir die Pflanze durch die Herabregulation eines Gens zu
erhbhtem Stress flihren kann, ist die verstarkte Expression eine Defensins eine
maogliche Reaktion der betreffenden Pflanze.

Die ,peptide mass fingerprint'-Analyse von Spot 4 ergab, dass es sich bei diesem

Protein um ein Hitzeschockprotein aus Fragaria x ananassa mit niedrigem
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Molekulargewicht handelt, ein sogenanntes ,low-molecular-weight heat shock protein®
(LMW HSP). Viele Organismen reagieren auf hohe Temperaturen mit der Synthese
dieser evolutionér konservierten Polypeptide (Neta-Sharir et al., 2005). Allerdings kann
die Expression von HSPs auch durch andere Stressfaktoren ausgeldést werden
(Vierling, 1991). HSPs sollen verschiedene Aufgaben in der Pflanze haben. So sollen
sie unter anderem an der Erhaltung der Zellstruktur unter Stressbedingungen und dem
Schutz der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung beteiligt sein. Die
biochemischen Funktionen der HSPs sind jedoch noch immer unbekannt (Medina-
Escobar et al., 1998). Bei dem identifizierten Protein handelt es sich um ein HSP, das
bereits durch Medina-Escobar et al. (1998) kloniert und charakterisiert wurde und zu
den Klasse 1 LMW HSP z&hlt. In den durchgefihrten Northern Blot-Experimenten
wurden entsprechende RNA-Transkripte dieses Proteins nur in Erdbeerfriichten, nicht
jedoch in Wurzeln, Bliten und Blattern nachgewiesen. AuBerdem wurde gezeigt, dass
dieses Protein ein Reifungsstadium-abhangiges Expressionsmuster wahrend des
Fruchtreifungsprozesses durchlduft, wobei die héchste Expression im spaten weiBen
Stadium stattfindet. Im anschlieBenden ,turning®“-Stadium und in der reifen, roten
Frucht nimmt die Expression wieder ab. Obwohl die Funktion dieses Proteins noch
nicht bekannt ist, deuten die Ergebnisse der Untersuchungen darauf hin, dass dieses
HSP eine Rolle bei der Fruchtreifung spielt und beispielsweise zum Schutz des
Embryos vor dem Austrocknen oder zur Erleichterung der Keimung nach
Rehydratation dienen kénnte.

Die Untersuchung von Spot 5 lieferte einige nicht spezifische Resultate, unter anderem
eine Ubereinstimmung mit einer NADPH Quinon-Oxidoreduktase aus Lupinus luteus.
Wie Fragaria x ananassa geh6rt auch Lupinus Iluteus zur Unterklasse der
Rosenahnlichen (Rosidae). Méglicherweise handelt es sich bei dem Protein-Spot um
eine weitere Chinon-Oxidoreduktase der Erdbeere, deren zugehdriges Gen bislang
noch nicht sequenziert und charakterisiert wurde. Wie bereits erlautert wurde, ist das
Genom der Erdbeere nicht vollstdndig sequenziert, so dass die Ubereinstimmung mit
einem Protein einer anderen Pflanzenart ein Hinweis auf eine Chinon-Oxidoreduktase
sein kann. Dieses Protein wird auch von der Herabregulierung des FaEO-Gens
beeinflusst und weist deshalb in den Frichten der transgenen Erdbeerlinien eine
niedrigere Expression als in der Kontrollgruppe auf. Um Informationen Uber die
Sequenz und die Funktion dieses Protein zu erhalten ware eine de novo-
Sequenzierung und eine Klonierung und Charakterisierung dieses Protein-Spots
notwendig. Diese Informationen konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht gewonnen
werden.

Fur Spot 6 wurde Uber die ,peptide mass fingerprint'-Analyse eine Ahnlichkeit mit
einem Fragment eines R/FR Photorezeptors aus Citrus limon gefunden. Bei einem
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R/FR Photorezeptor handelt es sich um ein Chromoprotein, das Phytochrom, dessen
Zustand durch Licht beeinflusst wird. Es wird vorwiegend bei Dunkelheit gebildet und
liegt zunachst als biologisch inaktive Rotlicht absorbierende Pg-Form vor, wobei P die
Abkulrzung fir Phytochrom ist und R fir ,red” steht. Durch Photokonversion wird das
Protein in die biologisch aktive Pggr-Form umgewandelt, die ,far red* —also
dunkelrotes — Licht absorbiert. Bei natirlichem Licht stellt sich ein dynamisches
Gleichgewicht der Pgr-Form und der Pgg-Form ein (Franklin und Quail, 2010). Die
Frage, ob es sich bei dem herabregulierten Protein-Spot 6 tatsachlich um einen
Photorezeptor aus Fragaria x ananassa handelt, kann mit den vorliegenden
Informationen nicht abschlieBend beantwortet werden. Die Sequenzibereinstimmung
mit dem Photorezeptor-Fragment aus Citrus limon betrédgt nur etwa 24 %. Um
genauere Informationen zu erhalten wéare auch hier, wie bereits bei Spot 6 erklart, eine
de novo-Sequenzierung und eine Klonierung und Charakterisierung dieses Protein-
Spots notwendig.

2.3 Charakterisierung von 3-Dehydroquinat-Synthasen

Bisher ist erst ein Enzym, das an der HDMF-Biosynthese beteiligt ist, kloniert und
funktionell charakterisiert worden (Klein et al., 2007; Raab et al., 2006). Das als FaEO
bezeichnete Enzym katalysiert die Reaktion von 4-Hydroxy-5-methyl-2-methylen-
3(2H)-furanon (HMMF), einem Zwischenprodukt, zu HDMF. Ein weiterer Schritt in der
Biosynthese von HDMF ist die Reaktion von D-Fructose-1,6-diphosphat zu HMMF.
Bislang ist kein Enzym bekannt, das an der ablaufenden Reaktionsfolge beteiligt ist.

2.3.1 Vorversuche mit Proteinrohextrakten aus Erdbeerfriichten

Durch Vorversuche, die mit Proteinrohextrakten aus Erdbeerfriichten durchgefihrt
wurden, sollte gezeigt werden, dass die Reaktion von D-Fructose-1-6-diphosphat zu
HMMF enzymatisch katalysiert wird. Da es sich bei HMMF um eine reaktive und
instabile Substanz handelt, die abhangig vom L&sungsmittel rasch abgebaut wird
(Klein et al., 2007), musste HMMF in eine stabile, detektierbare Verbindung umgesetzt
werden. Dies geschah durch Zugabe von 3-Mercaptobenzoesaure. Die a,B-
ungesattigte  Carbonylverbindung HMMF  reagiert mit der nucleophilen
3-Mercaptobenzoesdure zu dem stabilen Thioether 3-{[(4-Hydroxy-5-methyl-3-ox0-2,3-
dihydrofuran-2-yl)methyl]thio}benzoesaure (Abb. 22), der mittels LC-MS detektiert

werden konnte.
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Abb. 22: Stabilisierungsreaktion von HMMF. HMMF reagiert mit 3-Mercaptobenzoesaure
(3-MBS) zu  3-{[(4-Hydroxy-5-methyl-3-0x0-2,3-dihydrofuran-2-yl)methyl]thio}benzoesaure
(Thioether).

Der Proteinrohextrakt wurde aus Erdbeerfrichten durch Homogenisieren,
Zentrifugieren und anschlieBender Gelfiltration zur Abtrennung niedermolekularer
Substanzen gewonnen. Mittels einer Zeitstudie wurde die rein chemische Bildung des
Thioethers mit der Bildung durch den Proteinrohextrakt verglichen (Abb. 23). Nach 18 h
war die Thioetherkonzentration im Ansatz mit Protein deutlich héher als in dem
Kontrollansatz, der lediglich Puffer enthielt.
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Abb. 23: Zeitstudie zum Vergleich der chemischen und enzymatischen Bildung des
Thioethers. Die Reaktion wurde in Bis-Tris-Puffer bei pH 6 durchgefiihrt. Als Cofaktor wurde
Mn?* und als Cosubstrat NAD* zugesetzt. Der Puffer-Ansatz enthielt kein Protein, im Protein-
Ansatz war Proteinrohextrakt aus der Erdbeerfrucht enthalten. Relative Mengen des HMMF-
Thioethers wurden Uber die Peakflaiche des Pseudomolekilions m/z 281 mittels LC-MS

bestimmt. Experimentelle Details siehe Kap. 3.3.10.2.
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Das pH-Optimum der enzymatischen Bildung des Thioethers ist in Mclllvaine-Puffer
bestimmt worden (Abb. 24). In diesem Puffersystem wurde die hdchste Aktivitat bei
pH 6,5 ermittelt.

Peakflache m/z 281 [x10/6]

pH-Wert

Abb. 24: Einfluss des pH-Werts auf die Bildung des Thioethers. Die Ansdtze wurden 24 h
bei 30°C in Mclllvaine-Puffer bei verschiedenen pH-Werten inkubiert. Relative Mengen des
HMMF-Thioethers wurden Uber die Peakflache des Pseudomolekiilions m/z 281 mittels LC-MS

bestimmt. Experimentelle Details siehe Kap. 3.3.10.2.

Die Reaktion zum Thioether verlief langsam und es war eine relativ lange
Inkubationszeit notwendig. Um auszuschlieBen, dass ein anderes Substrat als
D-Fructose-1,6-diphosphat besser umgesetzt wird, wurden D-Fructose (1), D-Fructose-
1-phosphat (2), D-Fructose-6-phosphat (3), D-Fructose-1,6-phosphat (4), D-Glucose
(5), D-Glucose-1-phosphat (6), D-Glucose-6-phosphat (7) und D-Glucose-1,6-phosphat
(8) in einer Konzentration von jeweils 0,04 M eingesetzt und die enzymatische Bildung
des Thioethers miteinander verglichen (Abb. 25). D-Fructose-1,6-diphosphat wurde in
diesem Versuch als bestes Substrat bestétigt, die Umsetzungsrate dieser Verbindung
war etwa um Faktor 5 héher als bei den anderen getesteten Substraten.

Weiterhin wurde die Abh&ngigkeit der Reaktion von zweiwertigen Metallionen bestimmt
(Abb. 26). Es ist deutlich zu erkennen, dass unter Zusatz von zweiwertigen
Magnesiumionen (Mg®) die enzymatische Reaktion nicht ablauft. Hingegen ist nach
Zugabe von zweiwertigen Zinkionen (Zn**) und Manganionen (Mn*) eine Steigerung
der enzymatischen Reaktion zu sehen.

Um zu testen, ob bei der ablaufenden Reaktion ein Cosubstrat benétigt wird, die bei
Redoxreaktionen haufig an der Umsetzung beteiligt sind, wurden NADH/H® als
Reduktionsmittel und NAD" als Oxidationsmittel zugegeben. Der Zusatz von NADH/H*
steigerte die enzymatische Bildung des Thioethers nicht, hingegen war nach Zusatz
von NAD" eine Steigerung der Umsetzung nachweisbar (Abb. 26).
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Abb. 25: Vergleich der gebildeten Mengen an HMMF-Thioether in Anhéngigkeit von
unterschiedlichen Substraten. Es wurden die Substrate D-Fructose (1), D-Fructose-1-
phosphat (2), D-Fructose-6-phosphat (3), D-Fructose-1,6-phosphat (4), D-Glucose (5),
D-Glucose-1-phosphat (6), D-Glucose-6-phosphat (7) und D-Glucose-1,6-phosphat (8) in einer
Konzentration von jeweils 0,04 M eingesetzt. Relative Mengen des HMMF-Thioethers wurden
Uber die Peakflache des Pseudomolekllions m/z 281 mittels LC-MS bestimmt. Experimentelle
Details siehe Kap. 3.3.10.2.
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Abb. 26: Einfluss von zweiwertigen Metallionen und NAD+ auf die enzymatische Bildung
des Thioethers. Es erfolgte ein Zusatz von Magnesiumionen (Mg*), Zinkionen (Zn**) und
Manganionen (Mn®"), jeweils mit und ohne zusatzliche Zugabe von NAD". Relative Mengen des
HMMF-Thioethers wurden Uber die Peakflache des Pseudomolekiilions m/z 281 mittels LC-MS

bestimmt. Experimentelle Details siehe Kap. 3.3.10.2.
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Die Ergebnisse der Vorversuche mit einem Proteinrohextrakt aus Erdbeerfriichten
weisen deutlich darauf hin, dass die Reaktion von D-Fructose-1,6-diphosphat zu
HMMF enzymatisch katalysiert wird. Durch Zusatz des Cosubstrats NAD* und
verschiedender zweiwertiger Metallionen wird die enzymatische Umsetzung gesteigert.
Da sich die weitere Isolierung des verantwortlichen Enzyms aufgrund des
uneinheitlichen Erdbeer-Ausgangsmaterials wahrend des Jahres als sehr schwierig
gestaltete, wurde die alternative Strategie der Klonierung und heterologen Expression
von Kandidatengenen gewahlt.

Neben den bereits erliuterten Ahnlichkeiten der Substrate und der Reaktionsabfolge
deuten die bisherigen Ergebnisse auf eine mdgliche Beteiligung der DHQS an der
HMMF-Biosynthese hin, denn DHQS bendtigt NAD" als Cosubstrat und ein
zweiwertiges Metallion als Cofaktor (Bischoff et al., 1996). Es sollten deshalb
potentielle DHQS-Gene der Erdbeere und anderer HDMF-bildenden Pflanzenarten

kloniert und heterolog exprimiert werden.

2.3.2 3-Dehydroquinat-Synthase-Gensequenzen

Aus den Datenbanken ,Genome Database for Rosaceae“ (Jung et al., 2008) und
,aenBank® (Benson et al., 2005) waren zwei Expressed Sequence Tag (EST)-
Fragmente, Accession-Nr. DY671781 und DY676094, aus Fragaria vesca bekannt.
Eine BLAST-Suche der beiden 566 bzw. 767 Basenpaare umfassenden Fragmente
ergab fir beide eine hohe Ubereinstimmung mit 3-Dehydroquinat-Synthase-
Sequenzen verschiedener Organismen. Zwischen den beiden Fragmenten konnte
jedoch keine Ubereinstimmung festgestellt werden. Da das Genom von Fragaria x
ananassa bislang noch nicht vollstindig sequenziert ist, gab es keine
Volllangensequenzen von 3-Dehydroquinat-Synthasen der Erdbeere. Die Fragmente
werden im Folgenden als FaDHQS-Fragment1 (DY671781) bzw. FaDHQS-Fragment2
(DY676094) bezeichnet.

Das Genom von Vitis vinifera ist seit 2007 entschlisselt (Jaillon et al.2007). Aus dem
Vitis Grape Genome Browser wurde eine Sequenz identifiziert, die wahrscheinlich fir
eine 3-Dehydroquinat-Synthase codiert (GSVIVT00020921001) und im Folgenden als
VwDHQS-putativ bezeichnet wird.

2.3.3 Genexpressionsanalyse der Fragaria x ananassa DHQS-Fragmente

Die Genexpression der zwei Fragaria x ananassa DHQS-Fragmente FaDHQS-
Fragment1 und FaDHQS-Fragment2 wurde in verschiedenen Geweben der Erdbeere
mitttels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) unter Verwendung eines
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Fluoreszenzfarbstoffes untersucht. Hierfir wurde zunachst RNA aus Blattern (Bl),
geschlossenen Bliten (B-g), offenen Bliten (B-o) und griinen (G), weiBen (W) und
roten Erdbeerfrichten (R) isoliert. Nach einer DNase-Behandlung wurde die RNA
revers in cDNA transkribiert. Die Primerpaare FaDHQS-Frag1_gPCR_fw und
FaDHQS-Frag1_gqPCR_rev  bzw. FaDHQS-Frag2_qgPCR_fw und FaDHQS-
Frag2_gPCR_rev ergaben in der PCR-Reaktion ein Amplifikat von 237 bzw. 268 bp
(Abb. 27).

500 bp

300 bp
200 bp

Abb. 27: Uberpriifung der fiir die quantitative PCR verwendeten Primerpaare. A DNA-
Fragment von 237 bp fur FaDHQS-Fragment1, B DNA-Fragment von 268 bp fir FaDHQS-
Fragment2.

Um sicherzustellen, dass es sich bei dem Produkt der PCR-Reaktion um das
gewunschte Fragment handelt, wurde das amplifizierte DNA-Fragment sequenziert.
Die Ergebnisse der quantitativen PCR wurden mit dem Referenzgen RNA Interspacer
16S-23S normalisiert (Casado-Diaz et al., 2006) und als relative Expression bezogen
auf rote Friichte (R) nach der 22°°;-Methode dargestellt (Livak und Schmittgen, 2001).
Abb. 28 zeigt die Genexpression von FaDHQS-Fragment1 und FaDHQS-Fragment2 in
den untersuchten Geweben. Bei FaDHQS-Fragment1 wird in Blattern, geschlossenen
Bllten, offenen Bliten und in der grinen Frucht eine hohe Genexpression detektiert.
Wahrend der Fruchtreifung geht die Expression deutlich zuriick, so dass in der weif3en
und roten Frucht nur geringe Transkriptmengen nachweisbar sind.

Anders verhélt es sich bei FaDHQS-Fragment2. Hier ist in Blattern, geschlossenen
Bllten, offenen Bliten und in der grinen Frucht die Genexpression gering. In der
weiBen Frucht steigt die Expression sehr stark an, um dann in der roten Frucht wieder
abzusinken. Bei beiden untersuchten DHQS-Fragmenten &ndert sich die Expression
wahrend der Fruchtreifung.

Die Expression des an der HDMF-Biosynthese beteiligten Enzyms FaEO steigt im
Verlauf der Fruchtreifung an (Raab et al., 2006), genauso wie der HDMF-Gehalt in der
Erdbeerfrucht. Das Expressionsmuster von FaDHQS-Fragment2 korreliert besser mit
den bisherigen Erkenntnissen zur HDMF-Biosynthese als das Expressionsmuster von
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FaDHQS-Fragment1, daher wird im Folgenden nur mit FaDHQS-Fragment2
weitergearbeitet.
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Abb. 28: Genexpressionsstudie der zwei FaDHQS-Fragmente in verschiedenen Geweben
der Erdbeere. Expression in Blatt (Bl), geschlossener Blite (B-g), offener Blite (B-0), griiner
Frucht (G), weiBBer Frucht (W) und roter Frucht (R). Die relativen Expressionswerte beziehen
sich auf rote Frichte (R). A Expressionsstudie von FaDHQS-Fragment1, B Expressionsstudie
von FaDHQS-Fragment2.

2.3.4 Klonierung von Vollldngensequenzen

2.3.4.1 Klonierung der Fragaria x ananassa 3-Dehydroquinat-Synthase

Da keine Volllangensequenz fir FaDHQS bekannt war, sondern die Datenbank nur ein
Fragment von 767 bp (FaDHQS-Fragment2) enthielt, musste zun&chst der vollstandige
offene Leserahmen ermittelt werden, um anschlieBend eine heterologe Expression
dieses Enzyms durchfihren zu kénnen. Dies geschah durch den Einsatz einer cDNA-
Bibliothek, die von Prof. Dr. Victoriano Valpuesta (Universidad de Malaga, Spanien) zur
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Verflgung gestellt wurde. Zur Herstellung dieser cDNA-Bibliothek wurde RNA aus
weiBen, griinen und roten Friichten gepoolt, aus der RNA nach dem SMART™-Ansatz
doppelstangige cDNA hergestellt (Zhu et al., 2001) und diese cDNA anschlieBend
normalisiert (Zhulidov et al., 2004). Nach gerichteter Ligation der normalisierten cDNA
in den pAL-Vektor wurden Escherichia coli (E. coli) transformiert und aus einer Kultur
dieser E. coli die Plasmid-DNA isoliert. Diese Plasmid-DNA wurde als Template fir die
Polymerase-Kettenreaktionen eingesetzt.

pAL fw fw

) )
.

¢am @

rev pPAL rev

Abb. 29: Schematische Darstellung der Klonierung der Volllangensequenz der FaDHQS
aus der cDNA-Bibliothek. Als Template fir die Polymerase-Kettenreaktionen wird Plasmid-
DNA verwendet, die die in einen pAL-Vektor integrierte cDNA-Bibliothek enthalt. Nach
Amplifikation mit einem vektorspezifischen Vorwarts-Primer (pAL fw) und einem
genspezifischen Rluckwaérts-Primer (rev) bzw. einem genspezifischen Vorwarts-Primer (fw) und
einem vektorspezifischen Rickwarts-Primer (pAL rev), kann aus der Kombination der beiden
erhaltenen Sequenzen die VolllAnge des offenen Leserahmens des gesuchten Gens

zusammengesetzt werden.

Durch Kombination aus einem vektorspezifischen Vorwarts-Primer (pAL fw) und einem
genspezifischen Rulckwarts-Primer (rev) bzw. einem genspezifischen Vorwarts-
Primer (fw) und einem vektorspezifischen Rickwarts-Primer (pAL rev) (Abb. 29)
wurden zwei Sequenzen erhalten, aus denen die Volllangensequenz der Fragaria x
ananassa 3-Dehydroquinat-Synthase (FaDHQS) zusammengesetzt wurde. FaDHQS
weist einen offenen Leserahmen von 1071 bp auf und codiert fir ein Protein mit 356
Aminoséauren (Abb. 30). Zur biochemischen Charakterisierung der FaDHQS wurde der
vollstdndige offene Leserahmen mit einer korrekturlesenden Polymerase amplifiziert
und subkloniert. Hierflr wurden Primer verwendet, die vor der Start-Codon und nach
dem Stopp-Codon Restriktionsschnittstellen einfihrten. Der subklonierte offene
Leserahmen wurde vollstidndig sequenziert und anschlieBend in einen

Expressionsvektor kloniert.
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FaDHQS -—~———"—""—"—"—"—""—""—"—"—"——"———————- MSFRS—————————————————— SKKTVW 11
VVDHQS MLLVKSKSCRLISWEVHSITNSSNNSGKRARLQFSSRVTMCSSHSSSVTSAGYRQHKVVW 60

FaDHQS VWIESKQVMTAAVERGWNTFEVEFQ--SQKLADDWSSIALIDPLLMKEGGIFDSENTRVATV 69
VVvDHQS IWTESKQVMTAAVERGWNTF IFPPDHRELATEWSSIALIHPLFIKEGKLFDSEGRGVATV 120

FaDHQS FEVSSPEELEQLQPENGVGENVVVDLLDWQVIPAENIVAAFQGSQKTVFAVSKTPVEAQV 129
VVvDHQS YDVTSPQQLQLLOPEDKQADNVIINLLDWQVIPAENIVAAFQGSHITVFAISKSPSEAQI 180

FaDHQS FFEALEHGLGGVVLKVEDVQAVLDLKDYFDRRDEVGNILSLTKAIVTGVQVAGMGDRVCV 189
VVDHQS FLEALEQGLGGVVLKVEDATAVLELKDYFDRRNEDNNILSLTKATITQIHISGMGDRVCV 240

FaDHQS DLCSLMRPGEGLLVGSFARGLFLVHSECLESNYIASRPFRVNAGPVHAYVAVPGGKTSYL 249
VVDHQS DLCSLMRPGEGLLVGSFARGLFLVHSECLESNYIASRPFRVNAGPVHAYVAIPGGKTCYL 300

FaDHQS SELKAGKEVILVDQEGHQRTAIVGRAKIETRPLILVEAKMCSDDQTIYSILVONAETVAL 309
VVDHQS SELVTGKEVIVVDONGKQRTAIVGRVKIETRPLILVEAKGDSDNGTLYSVLLONAETVAL 360

FaDHQS VCPKKESGGRKTAIPVTSLKVGDEIMLRLOGGARHTGIEIQEFIVEK- 356
VVDHQS ICPSQGSGYQKKAIPVTSLKVGDEVLLRVQOGGARHTGIEIQEFIVEK- 407

Abb. 30: Alignment von FaDHQS und VvDHQS auf Proteinebene. Die Sequenzen wurden
mit der ClustalW Methode angeordnet (Thompson et al., 1994). Identische Aminosé&uren sind

grau hinterlegt.

2.34.2 Klonierung der Vitis vinifera 3-Dehydroquinat-Synthase

Eine Gensequenz, die fir eine 3-Dehydroquinat-Synthase codiert, wurde dem Vitis
Grape Genome Browser entnommen und als VvDHQS-putativ bezeichnet. Bei der
Amplifizierung war ein Genfragment mit einer Lange von 1218 bp zu erwarten. Die fir
die Polymerase-Kettenreaktion eingesetzten Primer enthielten vor der Start-Codon und
nach dem Stopp-Codon Bereiche, die jeweils fur eine Restriktionsschnittstelle
codierten, um eine spétere Klonierung in einen Expressionsvektor zu ermdglichen. Die
Sequenzierung der so amplifizierten Sequenz VvDHQS ergab einige Abweichungen zu
der aus der Datenbank entnommenen Sequenz VvDHQS-putativ. VvDHQS weist einen
offenen Leserahmen von 1224 bp auf und codiert fur ein Protein mit 407 Aminosuren
(Abb. 30).

l0l0 10Z0 1030 1040 10&0
N IETEI IEE R ICTCICICTN RPN RPN IPUREFIOE ERICIRPR ISIPEPI ISR |
WDHQS-putativ TCCTTGTGGAGGICARGG-——-TTTA--TAATGGTACTCTTTATAGTGTCCTTCT

WDHQS i e e R o

Abb. 31: Ausschnitt aus den Gensequenzen von VvDHQS-putativ und VvDHQS. VvDHQS
enthalt ab Position 1019 bp einen Einschub von 6 bp im Vergleich zu der aus der Datenbank

entnommenen VWDHQS-putativ.
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Neben sechs Punktmutationen gibt es eine gréBere Abweichung zwischen VWDHQS-
putativ und VvDHQS, die zu der um 6 bp langeren Sequenz von VvDHQS fuhrt. Ein
Ausschnitt aus den Gensequenzen in diesem Bereich ist in

Abb. 31 dargestellt.

Die Veranderungen der Gensequenz fuhren zu Abweichungen in der
Aminosduresequenz des Enzyms, die in Tab. 5 aufgelistet sind. Ein Alignment von
FaDHQS und VVDHQS auf Proteinebene ergab eine Ubereinstimmung der Sequenzen
von 67 % (Abb. 30).

Nachdem der subklonierte offene Leserahmen vollstdndig sequenziert war, wurde
VvDHQS in einen Expressionsvektor kloniert.

Tab. 5: Abweichungen der Aminoséauresequenz von VvDHQS-putativ zu VVDHQS.

Aminosaure- VvDHQS-

Position putativ VvDHQS

16 Alanin Valin

31 Glutamin Arginin

83 Leucin Prolin
340 - Glycin
341 - Asparaginsaure
342 Valin Serin
343 Tyrosin Asparaginsaure
389 Leucin Valin

2.3.5 Heterologe Expression

Um eine Beteiligung an der HDMF-Biosynthese nachzuweisen und um eine
biochemische Charakterisierung zu ermdéglichen, wurden die beiden 3-Dehydroquinat-
Synthasen aus der Erdbeere bzw. aus Wein heterolog in Escherichia coli exprimiert.
Zur heterologen Expression wurde der vollstdndige offene Leserahmen von FaDHQS
bzw. VWWDHQS in den Expressionsvektor pET-29a(+) kloniert. In diesem Vektor werden
die rekombinanten Proteine mit einem N-terminalen S-Tag-Protein exprimiert, so dass
es moglich ist, das jeweilige Zielprotein nach der Expression Uber diesen S-Tag
aufzureinigen. Als Expressionsstamm wurde E. coli BL21 (DE3) pLys verwendet.
Dieser Stamm zeigt eine verringerte Proteaseaktivitdt und enthalt einen Promotor, der
unter Kontrolle eines lacUV5 Operon steht. Durch Zugabe von Isopropyl-B-D-
thiogalactosid (IPTG) wurde die Proteinexpression induziert, die Uber Nacht bei 16°C



56 2 Ergebnisse und Diskussion

erfolgte, was die Menge an aktivem, l6slichen Protein erhéhen sollte (Ford et al.,
1998). Die Zellen wurden anschlieBend durch Behandlung mit einer Ultraschall-
Sonotrode aufgeschlossen. und affinitatschromatographisch isoliert. Auf diese Weise
konnte das Enzym FaDHQS in Iéslicher Form heterolog exprimiert und aufgereinigt
werden (Abb. 32).

A B C
66,4
55,6
42,7 - -
34,6

Abb. 32: SDS-PAGE von rekombinanter FaDHQS nach Aufreinigung einer
Expressionskultur mittels Affinitaitschromatographie liber den S-Tag. Aufgetragen wurden
das 1. Eluat nach Affinitdtschromatographie (B), das 2. Eluat (C) sowie ein

Molekulargewichtsmarker in kDa (A).

Das Molekulargewicht der im SDS-Page-Gel deutlich zu erkennenden Bande stimmt
gut mit dem erwarteten Molekulargewicht des rekombinanten Enzyms Uberein.
FaDHQS hat ein berechnetes Molekulargewicht von 38,9 kDa und der S-Tag ein
berechnetes Molekulargewicht von 4,5 kDa. Zu erwarten war daher eine Bande bei
einem Molekulargewicht von 43,4 kDa. Zeitgleich wurde als Kontrolle ein E.coli Stamm
aufgearbeitet, der den pET-29a(+) Leervektor enthielt. Im SDS-PAGE-Gel war fir
diese Kontrolle keine Bande zu sehen.

Die heterologe Expression und Aufreinigung des Enzyms VvDHQS wurde auf die
gleiche Art und Weise durchgefihrt wie bei FaDHQS. Jedoch war auf dem
entsprechenden SDS-PAGE-Gel keine Bande zu erkennen, die dem Enzym VvDHQS
entsprach. Die Expression von rekombinanter VVDHQS war daher nicht méglich.
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2.3.6 Biochemische Charakterisierung

Vor den Untersuchungen zu einer méglichen Beteiligung der FaDHQS an der HMMF-
Biosynthese sollte zunachst geklart werden, ob das rekombinante Enzym in aktiver
Form vorlag. Das Substrat von DHQS im zweiten Schritt des Shikimatwegs ist
3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat (DAHP), das =zu 3-Dehydroquinat
umgesetzt wird. Da DAHP kommerziell nicht erhaltlich ist, wurde ein gekoppelter
Aktivitatstest eingesetzt. Zunachst sollte eine DAHP-Synthase aus Saccharomyces
cerevisiae, die den ersten Schritt des Shikimatwegs katalysiert, Erythrose-4-phosphat
und Phosphoenolpyruvat zu DAHP umsetzen. Wenn nach Zugabe von FaDHQS die
entstandene DAHP-Menge wieder abnimmt, liegt das Enzym FaDHQS in aktiver Form
vor. Grundlage fir diesen gekoppelten Aktivitatstest war ein photometrischer DAHP-
Synthase-Assay (Jensen und Nester, 1966; Srinivasan und Sprinson, 1959). Hierfur
wurde ein Rohproteinextrakt, der eine DAHP-Synthase enthielt, mit Erythrose-4-
phosphat und Phosphoenolpyruvat versetzt, um DAHP zu bilden. Nach Abbruch der
enzymatisch katalysierten Reaktionen durch Zusatz von Trichloressigsdure wurde
Natriumperiodat zugegeben, um DAHP zu B-Formylpyruvat zu oxidieren. Mit
Natriumarsenit wurde Uberschissiges Periodat reduziert und anschlieBend
Thiobarbitursdure zugesetzt, die mit B-Formylpyruvat zu einer intensiv pinkfarbenen
Verbindung reagiert, die ein Absorptionsmaximum bei 549 nm besitzt. Diese
entstandene Verbindung wurde durch photometrische Messung nachgewiesen.

Um die Aktivitat von FaDHQS zu testen wurden zwei Ansatze untersucht. Zum ersten
Ansatz wurde nach Bildung von DAHP das Enzym FaDHQS zugesetzt, bei einem
zweiten Ansatz wurde lediglich Puffer zugegeben. Die Differenz aus diesen beiden
Ansatzen entsprach dann dem durch FaDHQS umgesetzten Anteil von DAHP. Bei
beiden Anséatzen fand die Farbreaktion statt und die pinkfarbene Verbindung konnte
photometrisch vermessen werden. Allerdings wurde in beiden Ansatzen die gleiche
Extinktion gemessen, es fand also keine Umsetzung von DAHP zu 3-Dehydroquinat
durch FaDHQS statt.

Um die mdgliche Beteiligung der FaDHQS an der HMMF-Biosynthese zu Uberprifen
wurde auch die Bildung des Thioethers nach Umsetzung von D-Fructose-1,6-
diphosphat unter Zugabe von 3-Mercaptobenzoesaure getestet (Kap. 2.3.1). Es konnte
jedoch keine Bildung des Thioethers nachgewiesen werden.
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2.4 Diskussion

2.4.1 Genexpressionsprofile

Die zwei untersuchten 3-Dehydroquinat-Synthase-Gene FaDHQS-Fragmenti und
FaDHQS-Fragment2 werden reifekorreliert exprimiert. FaDHQS-Fragment1 weist hohe
Transkriptmengen in den Bliten auf, die héchsten Transkriptmengen sind jedoch in der
grinen Frucht und in Blattgewebe zu finden. Mit der Fruchtreifung sinkt die Expression
deutlich ab. FaDHQS-Fragment2 zeigt ein véllig anderes Genexpressionsprofil.
Wéhrend in Blattgewebe, Bliten und in der griinen Frucht niedrige Transkiptmengen
zu finden sind, steigt die Expression in der weiBen Frucht deutlich an um dann in der
roten Frucht wieder stark zurlickzugehen.

Das Vorkommen von zwei unterschiedlichen Gensequenzen fur ein Enzym des
Shikimatwegs, die unterschiedliche gewebespezifische Genexpressionsprofile zeigen,
wurde bereits fir zwei DAHP-Synthase-Gene in der Tomate (Solanum lycopersicum),
LeDHS1 und LeDHS2, beschrieben (Gorlach et al., 1993). Weitere Untersuchungen zu
Enzymen des Shikimatwegs der Tomate deuten darauf hin, dass auch Gene, die fur
eine Shikimatkinase, eine EPSP-Synthase, zwei Chorismat-Synthase-Isoenzyme und
eine 3-Dehydroquinat-Synthase codieren, Genexpressionsprofile aufweisen, die dem
der LeDHS2 gleichen (Bischoff et al, 1996). Die Beobachtung, dass die
gewebespezifischen Expressionsprofile nicht fur alle Gene gleich sind, deutet darauf
hin, dass nicht in allen Geweben der gleiche Anteil an Dehydroquinat zu Chorismat
umgesetzt wird. Die Enzyme mit Ubereinstimmenden gewebespezifischen
Expressionsprofilen sind wahrscheinlich am Primarstoffwechsel beteiligt, wahrend die
Enzyme mit abweichenden Genexpressionsprofilen eher die Synthese von Produkten
des Sekundarstoffwechsels katalysieren.

FaDHQS-Fragment! zeigt eine hohe Ahnlichkeit zu der beschriebenen
3-Dehydroquinat-Synthase aus Solanum lycopersicum (GenBank Accession-Nr.
AAL77575.1). Bei der Untersuchung des Expressionsprofils dieser Solanum
lycopersicum DHQS wurden keine Frichte verwendet, daher ist ein Vergleich der
Expressionsprofile nicht méglich (Bischoff et al., 1996). Die Ahnlichkeit der Sequenzen
deutet darauf hin, dass es sich bei FaDHQS-Fragment1 um ein Gen handelt, das fir
ein Enzym codiert, welches am Primérstoffwechsel beteiligt ist.

Far Enzyme der HMMF-Biosynthese ist es wahrscheinlich, dass ihre Expression im
Verlauf der Fruchtreifung ansteigt, wie dies auch bei FaEO der Fall ist (Raab et al.,
2006). Die Expression von FaDHQS-Fragment2 steigt in der weiBen Frucht deutlich an
und sinkt in der roten Frucht bereits wieder ab. FaDHQS2 kénnte somit sowohl die
Vorlaufer der Polyphenole als auch den HDMF-Prekursor liefern.
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2.4.2 Heterologe Expression

Es war nicht méglich, das Enzym VvDHQS heterolog in E. coli zu exprimieren. Eine
maogliche Ursache ware ein Stoppcodon innerhalb der Sequenz, das einen Abbruch der
Translation zur Folge hatte. Diese Mdoglichkeit wurde durch Analyse der
Sequenzierergebnisse ausgeschlossen. Es wurde auch kontrolliert, ob der offene
Leserahmen des Enzyms in das Plasmid in frame eingebaut wurde, da durch eine
Verschiebung das Ablesen des Leserahmens nicht mehr mdoglich wéare. Der
vollstandige offene Leserahmen von VVDHQS war jedoch korrekt in dem Plasmid
enthalten. Es besteht weiterhin die Mdglichkeit, dass das exprimierte Protein nach dem
Zellaufschluss nicht im Uberstand mit den I8slichen Proteinen enthalten war, sondern
sich in sogenannten Einschlusskérperchen (engl. inclusion bodies) im Rickstand
befand. Es ist haufig der Fall, dass Uberexprimierte Enzyme aufgrund von falscher
Faltung in diesen unléslichen Aggregaten enthalten sind (Baneyx und Mujacic, 2004).
Eine Aufreinigung aus dem Uberstand fiihrt dann nicht zur Anreicherung des Enzyms.
Auf ein SDS-PAGE-Gel wurde auch ein Teil des Pellets, das die Einschlusskérperchen
enthalten wirde, aufgetragen, jedoch war auch hier keine mit VvDHQS
Ubereinstimmende Proteinbande sichtbar. Durch Verwendung des gleichen Vektors
und Expressionsstamms wie bei der heterologen Expression von FaDHQS und der
bestehenden Ahnlichkeit der Gensequenzen beider Enzyme war davon auszugehen,
dass die Expression von VVDHQS wie auch die Expression von FaDHQS in diesem
System gelingen wirde. Bei Einsatz eines anderen Vektors und Expressionsstamms
oder bei Verwendung eines anderen Expressionssystems wie Saccharomyces

cerevisiae wéare eine Expression eventuell méglich.

2.4.3 Biochemische Charakterisierung

Im Enzymassay konnte keine Aktivitdt von FaDHQS nachgewiesen werden. Dies kann
im Wesentlichen auf zwei Ursachen beruhen. Entweder wurde das Enzym nicht in
aktiver Form exprimiert oder die Bedinigungen des Aktivitatstests waren nicht optimal.
Bisher ist nur die Expression einer 3-Dehydroquinat-Synthase aus einer hdéheren
Pflanze (Tomate) beschrieben worden. Allerdings wurde das Enzym nicht heterolog
exprimiert, aufgereinigt und dann auf seine Aktivitat hin untersucht, sondern es wurde
ein DHQS-defizienter E. coli Stamm mit einem Solanum lycopersicum DHQS
enthaltenden Plasmid transformiert, der anschlieBend wieder DHQS-Aktivitat zeigte
(Bischoff et al., 1996). Es ist mdglich, dass ein Enzym nach heterologer Expression in
E. coli nicht die richtige Konformation erlangt oder die Aktivitat aufgrund von
proteolytischer Degradation wieder verloren geht (Baneyx und Mujacic, 2004).
Bakterien wie E. coli kbnnen nicht alle post-translationalen Modifikationen durchfiihren,
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die eventuell fir eine richtige Faltung des Enzyms notwendig wéaren. Die Ausbildung
von stabilen Disulfid-Briicken ist im reduzierenden Mileu des Cytoplasma von E. coli
praktisch nicht mdglich (Ritz und Beckwith, 2001). Mdglicherweise war das Enzym
nach der Expression und Aufreinigung nicht aktiv, weil es seine Funktionalitat durch
Denaturierungsprozesse verloren hatte. Es ist jedoch auch mdglich, dass die
Bedingungen im Enzymassay nicht den Anforderungen des Enzyms entsprachen. Der
angewendete gekoppelte Aktivitatstest ist vorher noch nicht beschrieben worden. Da in
der Literatur kein derartiger Assay fur eine 3-Dehydroquinat-Synthase beschrieben ist,
war es schwierig, die optimalen Reaktionsbedingungen einzustellen, bei denen das
rekombinante Enzym Aktivitat zeigen wirde.

Es konnte keine Aktivitdt des Enzyms FaDHQS nachgewiesen werden, daher kann
nicht bestatigt, aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass der erste Schritt der
HDMF-Biosynthese von D-Fructose-1,6-diphosphat zu HMMF durch das Enzym
3-Dehydroquinat-Synthase in einer Nebenreaktion katalysiert wird.

Der Bildungsweg von HMMF konnte zwar nicht geklart werden, aber die
Expressionsdaten der FaDHQS mit einem Maximum in unreifen grinen Frichten
unterstitzen die Hypothese der zweiphasigen Bildung von Polyphenolen wahrend der
Erdbeerfruchtreifung. Zimtséure, ein Vorlaufer der Polyphenole, wird aus Phenylalanin,
das aus dem Shikimat-Stoffwechsel stammt, Uber die Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
(PAL) gebildet, deren Expression auch in der frihen Phase der Fruchtreifung bereits
ein Maximum zeigt (Cheng und Breen, 1991; Halbwirth et al., 2006).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den
Firmen Sigma-Aldrich, Fluka, Riedel de Haén (alle Taufkirchen), Merck, Applichem
(beide Darmstadt) und Carl Roth (Karlsruhe) bezogen. Alle Lésungen wurden mit
destilliertem Wasser hergestellt. Zur Isolierung von RNA wurde DEPC-Wasser
verwendet. Zur Herstellung von DEPC-Wasser wurde destilliertes Wasser mit 5 ml
Diethylpyrocarbonat (DEPC) pro Liter Wasser versetzt, Uber Nacht gerUhrt und
anschlieBend autoklaviert.

3.1.2 Pflanzenmaterial

Erdbeerfriichte (Fragaria x ananassa Sorte Polka) wurden im lokalen Handel erworben.
Die verwendeten stabil transgenen Erdbeerfriichte wurden von Prof. Juan Munoz-
Blanco (Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Cordoba,
Spanien) zur Verfigung gestellt.

Blattmaterial von Vitis vinifera Sorte Spatburgunder stammte vom Lehrstuhl fur
Zierpflanzenbau (Technische Universitat Minchen).

3.1.3 Bakterien- und Hefestimme

Folgende Bakterien- und Hefestamme wurden in dieser Arbeit verwendet:
- Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, Karlsruhe)
- Escherichia coliBL21 (DE3) pLysS (Novagen, Darmstadt)
mit Chloramphenicol-Resistenz (34 mg/l)
- Saccharomyces cerevisiae RH2424
Der Hefestamm S. cerevisiae RH2424 wurde von Prof. Braus (Institut fiir Molekulare
Mikrobiologie und Genetik, Universitat Géttingen) zur Verfigung gestellt.

3.1.4 Vektoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden Vektoren verwendet. Transformierte
Organismen wurden Uber die angegebenen Antibiotika-Resistenzen selektiert.

- pGEM-T (Promega); Ampicillin-Resistenz (100 mg/l)

- pET-29a(+) (Novagen); Kanamycin-Resistenz (15 mg/l)
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- pAL 17.3 (Evrogen, Moskau, Russland); Ampicillin-Resistenz (100 mg/l)
- pME2385 (Prof. Braus, Universitat Goéttingen); Ampicillin-Resistenz (100 mg/l)
3.1.5 Enzyme

Reverse Transkriptase:

DNA-Polymerasen:

Restriktionsenzyme:

Sonstige Enzyme:

3.1.6 Primer

Vektorspezifische Primer
M13

M13r

T7

T7term

pAL_fw

pAL_rev

iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Miinchen)

Phusion DNA Polymerase (Finnzymes, Finnland)
Tag DNA Polymerase (New England Biolabs)
peqGold Red-Master-Mix Y (peglLab)

iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad)

EcoRl, Notl, Sall, Sphl (New England Biolabs)
Spel (Fermentas)

T4 DNA Ligase (Promega)

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP) (New England
Biolabs)

DNasel (Sigma-Aldrich)

5-TGTAAAACGACGGCCAG-3'
5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3'
5-TAATACGACTCACTATAGG-3'
5-TGCTAGTTATTGCTCAGCGG-3'
5-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG-3'
5'-CACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCC-3'

Klonierung der offenen Leserahmen

FaDHQS_fw
FaDHQS rev
FaDHQS_Sall_fw
FaDHQS_ Notl _rev
VvDHQS_EcoRI_fw
VvDHQS _Notl rev

5-AAGTGGGCAACATATTGAGTTTGACCAAAGCC-3'

5-ATAGGCATGTACAGGTCCCGCATTGACTCG-3'

5-ACGCGTCGACTCATGTCGTTTCGGAGCTCG-3'

5-TGCGGCCGCTTATTTCTCCACAATGAATTCTTG-3'

5-GGAATTCATGCTCTTAGTCAAGTCCAAGAGTTGC-3'

5'-ATAAGAATGCGGCCGCTCATTTTTCAACAAT
AAACTC-8'
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Quantitative PCR

FaDHQS-Frag1_gPCR_fw 5'-CGTCAAGCTGACCGTAGCG-3'
FaDHQS-Frag1_qPCR_rev 5'-CAACGGCGCAACTCTGGTGT-3'
FaDHQS-Frag2_qPCR_fw 5'-AAGGGAGTCAGAAGACGGTG-3
FaDHQS-Frag2_qPCR_rev 5-TCCTTCACCAGGTCTCATGAG-3'

3.1.7 Kommerziell erhaltliche Kits flir molekularbiologische Arbeiten

- Plasmid-Isolierung: Wizard Plus SV Miniprep Kit (Promega)
- Gelextraktion: QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen)

3.1.8 Sonstiges Material

- Talon™-Harz (BD Biosciences, Clontech, Mountain View, USA)

- Talon™ 2 ml Disposable Gravity Column, Polypropylene (BD Biosciences)

- S-Potein-Agarose (Novagen)

- Protein-Fertiggel: ProGel-Tris-Glycin-Gel, 12 %, 1 mm Schichtdicke (Anamed,
Gross-Bieberau, Deutschland)

3.1.9 Medien, Puffer und sonstige L6sungen

Medien

LB-Medium 10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
pH 7,0

LB-Agar LB-Medium
1,5 % Agar

SOC-Medium 20 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l NaCl
2,5 mM KClI
1 mM MgCl,
2 mM Glucose (separat steril filtriert)
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YPD-Medium 20 g/l Pepton
10 g/l Hefeextrakt
20 g/l Glucose

BMMD-Medium 6,7 g/l Yeast nitrogen base w/o amino acids
(Difco™, BD Diagnostics, Heidelberg)
36 mM Citronensaure
126 mM Na,HPO,
pH 6,5
auf 850 ml auffillen und autoklavieren
20 g Glucose mit Wasser zu 100 ml Iésen,
getrennt autoklavieren und zugeben
38,5 mg Histidin
57,6 mg Leucin in 50 ml Wasser lésen,

getrennt autoklavieren und zugeben

Lésungen fiur molekularbiologische Arbeiten
TFB1-Puffer 30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl,
50 mM MnCl,
100 mM RbCl
15 % Glycerin
pH 5,8 (mit 1 M Essigséaure eingestellt)
steril filtriert

TFB2-Puffer 100 mM MOPS
75 mM CacCl,
10 mM RbCl
15 % Glycerin
pH 6,5 (mit 1 M KOH eingestellt)
steril filtriert

Lésungen zur Agarose-Gelelektrophorese

1x TAE-Puffer 40 mM Tris
20 mM Essigsaure
1 mM EDTA



3 Material und Methoden

65

10x DNA-Ladepuffer

DNA GroBenstandard

0,21 % Orange G
0,1 MEDTA

50 % Glycerin
pH 8,0

Gene Ruler™DNA Ladder Mix (Fermentas)

Lésungen zum Arbeiten mit Proteinen

Protein-Extraktions-Puffer

1x His-Extraktions/Wasch-Puffer

1x His-Elutions-Puffer

1x S-Tag-Binde/Wasch-Puffer

1x S-Tag-Elutions-Puffer

Bradford-Lésung

Mclllvaine-Puffer

0,7 M Saccharose

0,1 M KCI

0,5 M Tris-HCI

50 mM EDTA pH 8

1 mM PMSF

2 % B-Mercaptoethanol

50 mM NagHPO4/NaH2PO4
300 mM NacCl
oH 7,0

1x His-Extraktions/Wasch-Puffer
150 mM Imidazol

20 mM Tris-HCI
150 mM NaCl

0,1 % Triton X-100
pH 7,5

1x S-Tag-Binde/Wasch-Puffer
0,2 M Citronensaure
pH 2

0,01 % Coomassie Brilliantblau G-250
5 % Ethanol

8,5 % Phosphorsaure

in H,O

0,1 M Citronenséaure
0,2 M NagHPO4
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Lésungen fur SDS-PAGE
1x Tris/Glycin/SDS-Puffer

Protein-Lade-Puffer

Protein-GroBenstandard

Coomassie-Farbeldsung

Entfarbelésung

in einem bestimmten Verhaltnis mischen um

gewlnschten pH-Wert zu erhalten

25 mM Tris
192 mM Gilycin
0,1 % SDS

pH 8,3

4x Roti-Load (Roth)

Protein Marker, Broad Range (2-212 kDa) (New
England BioLabs)

120 ml Methanol

24 ml Eisessig

330 mg Coomassie Brilliantblau G-250
120 ml H,O

7 % Eisessig
10 % Methanol
in Hzo

Lésungen fur 2-D-Gelelektrophorese

IEF-Puffer

Rehydrierungspuffer

7 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff

4 % CHAPS

2 % Pharmalyte pH 3-10 (GE Healthcare,
Minchen)

1% DTT

6 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff

1 % CHAPS

0,5 % Pharmalyte pH 3-10

0,4 % DTT

0,002 % Bromphenolblau (Zugabe in Form

einer 1 %igen Stammlésung)
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Bromphenolblau-Stammlésung

Gelpuffer

Gellésung

Verdrangungslésung

Aquilibrierungspuffer |

Aquilibrierungspuffer I

Agaroselésung

1 % Bromphenolblau
50 mM Tris

1,5 M Tris
0,4 % SDS
pH 8,6

12,5 % AA/BisAA-Lésung (30 %/0,8 %)
25 % Gelpuffer

5 % Glycerin

0,05 % APS

0,005 % TEMED

50 % Gilycerin
0,01 % Bromphenolblau
einige Kdrnchen Tris

6 M Harnstoff

30 % Gilycerin

2 % SDS

0,05 M Tris-HCl

1% DTT

0,002 % Bromphenolblau (Zugabe in Form einer
1 %igen Stammldsung)

pH 8,8

6 M Harnstoff

30 % Gilycerin

2 % SDS

0,05 M Tris-HCI

4 % lodacetamid

0,002 % Bromphenolblau (Zugabe in Form einer
1 %igen Stammldsung)

pH 8,8

25 mM Tris-Base
192 mM Gilycin
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1x SDS-Laufpuffer

Fixierldsung

Farbelbsung

0,1 % SDS
0,5 % Agarose

0,002 % Bromphenolblau (Zugabe in Form einer

1 %igen Stammldsung)

25 mM Tris
192 mM Gilycin
0,1 % SDS

40 % Ethanol
10 % Eisessig

0,1 % Coomassie Brilliantblau G-250
25 % Methanol
10 % Ammoniumsulfat

2 % Phosphorsaure

Lésungen fur den enzymatischen Protein-Verdau

Waschlésung

Entfarbeldsung

Digestion-Puffer

Trypsin-Lésung

Extraktionslésung |

Extraktionslésung Il

Weitere Lésungen
1000x Ampicillin

1000x Chloramphenicol
1000x Kanamycin
1000x IPTG

100 mM Ammoniumhydrogencarbonat

50 % Acetonitril
50 mM Ammoniumhydrogencarbonat

50 mM Ammoniumhydrogencarbonat

5 mM CaCl,

pH 8,3

20 pg Trypsin in 100 pl 1 mM HCI (0,2 mg/ml)
25 mM Ammoniumhydrogencarbonat

5 % Ameisensdaure in Acetonitril

25 mg/ml, steril filtriert

34 mg/ml Ethanol, steril filtriert

15 mg/ml, steril filtriert
238 mg/ml, steril filtriert
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1000x X-Gal

3.2 Gerate

50 mg/ml Dimethylformamid, steril filtriert

3.2.1 Flussigkeitschromatographie-Elektrospray-Massenspektrometrie

HPLC
Pumpe

Trennséaule

Vorsaule
Saulentemperatur
FlieBmittel

Fluss
Gradienten

Detektor
Massenspektrometer

lonisierungsspannung
Endplattenspannung
Trockengas
Kollisionsgas
Kollisionsenergie
Scan-Bereich
Scan-Auflésung

ICC Target
Auswertung

Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Waldbronn)
Agilent 1100 Quarternare Pumpe

Luna C-18 (150 mm lang, 2 mm Innendurchmesser,
Partikelgr6Be 5 pm) von Phenomenex

Security Guard Cartridges (Phenomenex)

25 °C

A: Wasser (Merck) mit 0,1 % Ameisensaure (Roth)

B: Acetonitril mit 0,1 % Ameisensédure (Riedel de Haén)
0,2 ml/min

Untersuchung der Enzymassays zur Bestimmung der
kinetischen Daten: 0-30 min: 0-100 % B

Untersuchung der Erdbeerextrakte zur Bestimmung des
relativen HDMF-Gehalts: 0-40 min: 0-100 % B
Messung des Thioethers: 0 min: 0 % B, 10 min: 20 % B,
20 min: 100 % B, 25 min: 100 % B

Agilent UV Variable Wavelength Detector

Bruker Daltonics esquire 3000plus lonenfalle (Bruker
Daltonics, Bremen)

-4000 V

-500 V

Stickstoff (330 °C, 9 I/min)

Helium (3,56 x 10-6 mbar)

1,0V

50 bis 800 m/z

13 000 m/z/s

30 000 oder 200 ms

DataAnalysis 3.1 Softwarepaket (Bruker Daltonics)

3.2.2 Praparative Hochleistungsflissigkeitschromatographie

HPLC
Degasser

Analytische HPLC Maxi-Star (Knauer, Berlin)
4-Wege-Degasser (Knauer)
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Pumpe HPLC Maxi Star Niederdruckpumpe mit analytischem
Pumpenkopf und Dynamic Mixing Chamber (Knauer)

Injektor Vier-Wege-Ventil Nr. 7125 (Rheodyne), Probenschleife
225 pl (Knauer)

Trennsdaule Synergi 4u Fusion RP-80, 250 mm x 15 mm, 4 um
(Phenomenex, Aschaffenburg)

FlieBmittel A: 0,05 % Ameisenséaure in Wasser
B: 0,05 % Ameisensaure in Acetonitril

Fluss 5 ml/min

Gradient 0 min: 25 % B; 20 min: 60 % B; 21 min: 100 % B;
25 min: 100 % B; 26 min: 0 % B; 35 min: 0 % B;

Detektor UV-Detektor Nr. 29815 mit variabler Wellenlange
(Knauer)

Wellenlange 259 nm; 349 nm

Auswertung Software Eurochrom 2000 (Knauer)

3.2.3 Massenspektrometer zur Analyse der Peptid-Extrakte

Massenspektrometer
Kapillarspannung
Linsenspannung
Desolvationstemperatur
Desolvations-Gasfluss
Linsen-Gasfluss

Auswertung

QTof-Ultima Global (Waters, Eschborn)
3 kV

50V

200°C

350 I/h

50 I/h

Masslynx 4.0 (Waters)

3.2.4 Gerate zur 2-D-Gelelektrophorese

Rehydratationssystem
Aquilibrierungsréhren
Keramikschalen
Fokussierungssystem

GelgieBkammer
Gelelektrophoresekammer
Gelkassetten

Immobiline DryStrip Reswelling Tray (GE Healthcare)
Equilibration Tube Set (GE Healthcare)

Ettan IPGphor Strip Holder (Amersham)

Ettan IPGphor Isoelectric Focusing System-UM
(Amersham, Freiburg)

PROTEAN plus® Multi-Casting Chamber (Bio-Rad)
PROTEAN PlusTM Dodeca Cell (Bio-Rad)
PROTEAN plus® Hinged Spacer Plates 25 x 20,5 x
0,1 cm3 (Bio-Rad)
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3.2.5 Sonstige Gerite

Thermocycler

Spektralphotometer

Zentrifugen

Sterile Werkbank
Autoklav
Geldokumentation

Speed-Vac
Waagen

pH-Meter
Ultraschallbad
Ultraschall-Sonotrode
Schuttelinkubatoren

Thermomixer

Rotationsverdampfer

Wasserbad

Vortexer
Uberkopfschiittler
Ultra-Turrax

Mikrowelle
Elektrophorese-Kammern

iCycler iQ mit Optical Systems Software 3.0a (Bio-Rad)
Primus 96 advanced (Peqglab Biotechnologie, Erlangen)
Nicolet evolution 100 (Thermo, Cambridge, England)
Nanodrop ND-1000 UV/Vis (Peglab Biotechnologie)
Beckman Avanti J-25 (Beckman, Madrid, Spanien)
Sigma 4K15 (Sigma, Osterode)

Eppendorf 5415R (Eppendorf)

Mini Spin 5452 (Eppendorf)

Waldner FAZ 3 (Waldner Laboreinrichtung, Wangen)
HST 4-5-7 (Zirbus Technology, Bad Grund)
SYNGENE G:BOX (Syngene, Cambridge, UK) mit
Software GeneSnap Version 6.07.04

Christ RVC 2-18 (Christ)

TP-214 (Denver Instrument, Géttingen)

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

CG 820 (Ingold, Hofheim)

RK103H (Bandelin Electronic, Berlin)

Bandelin Sonopuls UW2200 (Bandelin Electronic)
GFL3033 (Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel)
GFL3032 (Gesellschaft fur Labortechnik)

Eppendorf Comfort 1,5 ml (Eppendorf)

Laborota 4000 mit Vakuumpumpe Rotavac (Heidolph,
Schwabach)

HC 5/6 (Julabo Labortechnik, Seelbach)

REAX 2000 (Heidolph, Schwabach)

Rotator (Labinco, DG Breda, Niederlande)

T18 basic (IKA-Werke, Staufen)

Sharp R-4V10(B) (Sharp Electronics, Hamburg)
Mini-Vertikal-Doppel-Elektrophoresekammer (Roth) mit
Stromversorgung Consort E835 (Consort, Turnhout,
Belgien)

Midi-Horizontal-Gelelektrophoresekammer (Roth) mit
Stromversorgung Consort E132 (Consort)



72 3 Material und Methoden

3.2.6 Software und Internetressourcen

- BioEdit Version 7.0.4.1 (Hall, 1999)

- GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/)

- Genome Database for Rosaceae
(http://www.bioinfo.wsu.edu/gdr/)

- Hyper32 Version 1.0.0
(http://homepage.ntlworld.com/john.easterby/hyper32.html)

- Isis Draw Version 2.5 (MDL Information System)

- MASCOT peptide mass fingerprint Gber www.expasy.org

- mYiQ Optical Systems Software (Bio-Rad)

- NCBI BLAST (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997)
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/)

- Proteomweaver Version 3.0.9.3 (Definiens, Miinchen)

- Vitis Grape Genome Browser
(http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/)

3.3 Methoden
3.3.1 Allgemeine molekularbiologische Techniken

3.3.1.1 Isolierung von RNA

Die verwendete Methode basiert auf einem Protokoll zur Nucleinsaure-Isolierung aus
Pflanzen durch Fallung mit unterschiedlichen L&sungsmitteln (Manning, 1991). 2 g
tiefgefrorenes Pflanzenmaterial wurde unter flissigem Stickstoff mit Mérser und Pistill
zu einem feinen Puder zerrieben, mit 5 ml Extraktionspuffer (0,2 M Tris, 10 mM EDTA,
mit Borsaure auf pH 7,6 eingestellt), 250 pl 10 % SDS und 100 pl B-Mercaptoethanol
versetzt und durch Vortexen gemischt. Nach Zugabe wvon 5 ml
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) wurde 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend 20 min bei 6000 rpm zentrifugiert. Der wassrige Uberstand
wurde abgenommen und mit DEPC-Wasser auf 20 ml aufgefillt. Es wurden 450 ul 3 M
Natriumacetat pH 5,2 und 8 ml 2-Butoxyethanol zugegeben und eine Stunde bei 4°C
inkubiert. Nach 15 min Zentrifugieren bei 15000g und 4°C wurde der Uberstand mit
12 ml 2-Butoxyethanol versetzt und eine weitere Stunde bei 4°C inkubiert.
AnschlieBend wurde 15 min bei 15000g und 4°C zentrifugiert und der Rickstand je
einmal mit 1 ml 70 % Ethanol und 1 ml 100 % Ethanol gewaschen. Nach dem
Trocknen bei Raumtemperatur wurde der Ruckstand in 1 ml DEPC-Wasser gel6st, mit
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330 pl 12 M Lithiumchlorid versetzt und die RNA Uber Nacht bei 4°C ausgefallt. Nach
30 min Zentrifugieren bei 150009 und 4°C wurde der Rickstand je einmal mit 500 pl
70 % Ethanol und 500 pul 100 % Ethanol gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet
und in 35 pl DEPC-Wasser geldst. Die Konzentration der RNA wurde durch Messung
bei 260 nm bestimmt und mit folgender Gleichung berechnet.

RNA [pug/ml] = Az X Verdiinnungsfaktor x 40

Die Verunreinigung der RNA mit Proteinen kann aus dem Verhaltnis Azso/Azso
abgeschatzt werden. Eine reine RNA-Lésung weist hierbei einen Wert von 2,0 auf
(Glasel, 1995).

3.3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Vervielfaltigung bekannter und unbekannter DNA-Fragmente wurde die
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendet. FUr Standard-Anwendungen wie
Kolonie-PCR wurde ein kommerziell erhéltlicher Master-Mix (peqGold Red-Master-
Mix Y) eingesetzt, der eine Taq Polymerase, dNTPs und einen Ladepuffer enthielt.
Anwendungen, die eine hohe Genauigkeit erfordern, wie die Klonierung von
Volllangen, wurden mit einer proof-reading Phusion Polymerase durchgefihrt, die sich
durch eine niedrigere Fehlerrate im Vergleich zu einer herkbmmlichen Taq Polymerase
auszeichnet. In Tab. 6 sind die verwendeten Anséatze beschrieben. Die Menge an
Wasser wurde der verwendeten Menge an Template angepasst.

Tab. 6: Pipettierschema fur die Polymerase-Kettenreaktion

Master-Mix Phusion
6 pl 2x Master-Mix 4 ul 5x HF Puffer
- 0,4 pl dNTPs
0,5 pl Vorwarts-Primer (10 uM) 1 pl Vorwarts-Primer (10 uM)
0,5 pl Ruckwérts-Primer (10 uM) 1 pl Rickwérts-Primer (10 uM)
x ul Template 1 pl Template
- 0,2 pl Phusion™ Polymerase
ad 12 pl H,O ad 20 pl H,O

Die PCR wurde anschlieBend in einem Thermocycler mit den in Tab. 7 aufgeflihrten

Temperaturprogrammen durchgefinhrt.
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Tab. 7: Temperaturprogramme fur die Polymerase-Kettenreaktion

Master-Mix Phusion
Vordenaturierung 5 min bei 94°C 30 s bei 98°C
Denaturierung 15 s bei 94°C 10 s bei 98°C
Primerhybridisierung 40x{ 15 s bei 65°C 40x{ 15 s bei 65°C
Elongation 15 s bei 72°C 40 s bei 72°C
finale Elongation 5 min bei 72°C 5 min bei 72°C

3.3.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA nach einer PCR oder einem Restriktionsverdau erfolgte
mittels Agarose-Gelelektrophorese. Hierflir wurde ein 1 %iges Agarose-Gel hergestellt,
das 0,00005 % Ethidiumbromid enthielt. Die Proben wurden mit 10x DNA-Ladepuffer
versetzt, auf das Gel aufgetragen und 30-45 min bei 7 Volt/cm aufgetrennt. Die
Visualisierung des Gels erfolgte mit einem Geldokumentationssystem. Zur Isolierung
von DNA-Fragmenten wurden die entsprechenden Banden unter UV-Licht
ausgeschnitten und die DNA mit einem Gelextraktions-Kit isoliert.

3.3.1.4 Subklonierung

Zur Subklonierung von PCR-Produkten wurde der pGEM-T-Vektor verwendet, der in
linearisierter Form mit einem T-Uberhang erhéltlich ist und somit eine rasche Ligation
von PCR-Produkten mit A-Uberhang erméglicht. Da die Phusion Polymerase PCR-
Produkte mit glatten Enden erzeugt, wurden vor der Ligation A-Uberhdnge angehangt,
indem folgender Ansatz 30 min bei 70°C erhitzt wurde.
15 ul PCR-Produkt
2 pl 10x Thermopol-Puffer
0,5 ul dATP (2 mM)
1yl Taq Polymerase
1,5ul HO
Zur Ligation eines PCR-Produktes mit A-Uberhang in den pGEM-T-Vektor wurde
folgender Ansatz pipettiert und Gber Nacht bei 4°C inkubiert.
9 ul 2x Rapid Ligation Puffer
7 I PCR-Produkt mit A-Uberhang
1 ul pGEM-T-Vektor
1 ul T4 DNA Ligase

3.3.1.5 Restriktionsverdau, Dephosphorylierung und Ligation klebriger Enden

Um eine Ligation eines DNA-Fragments in einen Expressionsvektor zu ermdglichen,
wurden der Vektor und das DNA-Fragment mit Restriktionsenzymen verdaut, wobei

,Klebrige Enden“ entstanden. Es wurden jeweils zwei verschiedene
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Restriktionsenzyme in einem Ansatz verwendet um eine gerichtete Ligation in den
Vektor zu erreichen. Pro Ansatz, der in dem vom Hersteller fiir den Doppelverdau
empfohlenen Puffer durchgefiihrt wurde, wurde mindestens 1 Unit Enzym pro ug DNA
eingesetzt und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Um eine Religation zu vermeiden wurde
zu dem Restriktionsansatz eines Vektors 1 ul CIP gegeben und der Vektor eine Stunde
bei 37°C dephosphoryliert.
Die Restriktionsansatze wurden anschlieBend elektrophoretisch —aufgetrennt
(Kap. 3.3.1.3) und das gewlnschte DNA-Fragment aus dem Gel mit einem
kommerziell erhéltlichen Kit isoliert. Folgender Ansatz wurde fir eine Ligation eines
DNA-Fragments in einen Vektor verwendet:
1,5 ul 10x T4 DNA Ligase Puffer
1 ul T4 DNA Ligase
0,5 ug Vektor (ein Molanteil)
x uI  DNA-Fragment (mind. ein Molanteil)
ad 15 yl Wasser
Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

3.3.1.6 Herstellung kompetenter Escherichia coli Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli Zellen wurde eine modifizierte
Rubidiumchlorid-Methode verwendet (Hanahan, 1985). Von einer Ubernachtkultur
eines entsprechendes E. coli Stammes wurden 2,5 ml zu 250 ml LB-Medium (mit
20 mM Magnesiumsulfat) gegeben und bei 37°C bis zum Erreichen einer optischen
Dichte (ODgn) von 0,4-0,6 inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 5 min bei 4500g
und 4°C zentrifugiert, das Pellet in 100 ml eiskaltem TFB1-Puffer resuspendiert und
5 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Zellen in 10 ml
eiskaltem TFB2-Puffer suspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend
aliquotiert. Die Aliquots wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C
aufbewahrt.

3.3.1.7 Transformation von Escherichia coli

50 ul kompetente E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut, zu 18 pl Ligationsansatz
gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42°C fiir 45 s
wurde der Ansatz kurz auf Eis gekuhlt, anschlieBend mit 250 pul SOC-Medium gemischt
und fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten, welche
die entsprechenden Antibiotika enthielten, ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Im Fall des pGEM-T-Vektors enthielten die Agarplatten zusatzlich IPTG und
X-Gal.
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3.3.1.8 Uberpriifung der Kolonien nach der Transformation

Um sicherzugehen, dass die nach einer Transformation erhaltenen Kolonien das
gewUlnschte Plasmid enthielten, wurde eine Kolonie-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde
ein Teil einer Kolonie in ein PCR-GefaB Uberflhrt und mit einem PCR-Gemisch aus
Mastermix und genspezifischen Primern (Kap. 3.1.6) gemischt. Wurde durch die PCR
ein Fragment der gewinschten GroBe erhalten, bestatigte dies die richtige

Transformation.

3.3.1.9 Isolierung von Plasmid-DNA

Um Plasmid-DNA zu isolieren wurden 5 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika
mit positiven Kolonien (Kap. 3.3.1.8) angeimpft und Gber Nacht bei 37°C und 125 rpm
geschiittelt. Aus der Ubernachtkultur wurde mit einem kommerziell erhiltlichen Kit die
Plasmid-DNA isoliert.

3.3.1.10  Sequenzierung von DNA

Ca. 0,8 pg Plasmid-DNA wurden auf genau 10 pl verdinnt und an Microsynth
(Balgach, Schweiz) geschickt, wo die Sequenzierung mit vektorspezifischen Primern
(Kap. 3.1.6) durchgefuhrt wurde.

3.3.2 Klonierung von 3-Dehydroquinat-Synthasen

3.3.2.1 Klonierung der Fragaria x ananassa 3-Dehydroquinat-Synthase

Zur Klonierung der Volllangensequenz der DHQS aus Fragaria x ananassa wurde eine
normalisierte cDNA-Bibliothek verwendet, die von Prof. Dr. Victoriano Valpuesta
(Universidad de Malaga, Spanien) zur Verflgung gestellt wurde. Bei der Herstellung
der cDNA-Bibliothek, die von Evrogen JCS (Moskau, Russland) durchgefiihrt wurde,
wurde RNA von grinen, weiBen und roten Frichten verwendet. Die cDNA-Bibliothek
wurde im pAL 17.3-Vektor erstellt und in E. coli transformiert. Zur Klonierung stand die
aus E. coliisolierte Plasmid-DNA als Template zur Verfligung.

Zunachst wurde eine PCR (Kap. 3.3.1.2) mit zwei verschiedenen Primer-
Kombinationen durchgeflhrt, einmal wurde ein vektorspezifischer Vorwarts-Primer mit
einem genspezifischen Ruckwarts-Primer kombiniert und einmal ein genspezifischer
Vorwaérts-Primer mit einem vektorspezifischen Ruckwarts-Primer (Kap. 3.1.6). Die
genspezifischen Primer wurden dabei so gewahlt, dass die beiden entstehenden
Sequenzen sich zum Teil Uberlappten. Die Produkte der PCR-Reaktion wurden
subkloniert (Kap. 3.3.1.4) und sequenziert (Kap. 3.3.1.10). In der Uberlappenden
Region der beiden Teilstlicke lag eine BamHI-Schnittstelle, an der die beiden PCR-
Produkte mit dem entsprechenden Enzym geschnitten wurden (Kap. 3.3.1.5).
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Nachdem die beiden Teilstlicke ligiert worden waren (Kap. 3.3.1.5), wurde eine PCR
mit Primern, die am Anfang und am Ende des offenen Leserahmens lagen und jeweils
eine Restriktionsschnittstelle enthielten (Kap. 3.1.6), durchgefiihrt um den gesamten
offenen Leserahmen mit zwei Restriktionsschnittstellen zu erhalten. Dieser wurde dann
in den pGEM-T-Vektor subkloniert, in E. coli transformiert und die Plasmid-DNA isoliert.
Mit den entsprechenden Restriktionsenzymen wurde das DNA-Stick aus dem Vektor
geschnitten und in den Expressionsvekior pET-29a(+) ligiert (Kap. 3.3.1.5). Um
sicherzustellen, dass das DNA-Stick korrekt in den Leserahmen des
Expressionsvektors eingefigt wurde, wurden kompetente E. coli TOP10 Zellen mit
dem Vektor transformiert, die Plasmid-DNA isoliert und nochmals sequenziert. Zur
heterologen Expression wurden kompetente E. coli BL21 (DE3) pLysS Zellen mit dem

Expressionsvektor transformiert.

3.3.2.2 Klonierung der Vitis vinifera 3-Dehydroquinat-Synthase

Die Sequenz der Volllange der Vitis vinifera DHQS war bereits aus einer Datenbank
bekannt (Jaillon et al.2007). Als Template fir die PCR-Reaktion wurde cDNA aus
Blattern verwendet. Die PCR wurde mit Primern, die am Anfang und am Ende des
offenen Leserahmens lagen und jeweils eine Schnittstelle enthielten (Kap. 3.1.6),
durchgefuhrt (Kap. 3.3.1.2). Das erhaltene DNA-Stick wurde subkloniert (Kap. 3.3.1.4)
und sequenziert (Kap. 3.3.1.10). Aus der isolierten Plasmid-DNA wurde das DNA-
Stick mit den beiden entsprechenden Restriktionsenzymen ausgeschnitten und in den
mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen Expressionsvektor pET-29a(+)
ligiert (Kap. 3.3.1.5). Der Expressionsvektor wurde in E. coli TOP 10 Zellen
transformiert und zur Uberpriifung der Ligation sequenziert. Die Herstellung des
Expressionsstammes erfolgte durch Transformation des Expressionsvektors in
kompetente E. coli BL21 (DE3) pLysS Zellen.

3.3.3 Allgemeine biochemische Methoden

3.3.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Methode von Bradford (Bradford,
1976) angewandt. Die Probe wurde mit Puffer oder Wasser auf 100 ul verdiinnt, mit
1 ml Bradford-Lésung versetzt und gut gemischt. Innerhalb von 10 min wurde die
Absorption bei 595 nm gegen einen Blindwert ohne Protein gemessen. Uber eine
Kalibriergerade, die mit 1-10 pg Rinderserumalbumin erstellt wurde, wurde die
Proteinkonzentration ermittelt.

Protein [ug] = (Ases5-0,0378)/0,032
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3.3.3.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Untersuchung von Proteinlésungen auf GréBe und Reinheit des Zielproteins wurde
eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefihrt.
Dazu wurden 15 pl Proteinlosung mit 5 pl Protein-Lade-Puffer versetzt. Die
vorbereiteten Proben und der Protein-GréBenstandard wurden 10 min bei 95 °C
denaturiert, auf Eis gekuhlt und kurz zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Proben auf
ein Tris-Glycin-Gel (12 %, 1 mm Schichtdicke) (Anamed, GroB-Bieberau, Deutschland)
aufgetragen und in einer vertikalen Gelkammer fir eine Stunde bei einer konstanten
Stromstérke von 60 mA aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie-Farbelésung far
eine Stunde gefarbt und Gber Nacht in Entfarbeldsung geschittelt.

3.3.3.3 Heterologe Expression in Escherichia coli

Zur Expression der rekombinanten Enzyme wurden einzelne Zellen Gber Nacht in LB-
Medium mit Kanamycin und Chloramphenicol bei 37°C und 125 rpm angezogen. Am
nachsten Tag wurden 200 ml antibiotikahaltiges LB-Medium mit 2 ml Vorkultur
angeimpft und bei 37°C und 125 rpm bis zu einer optischen Dichte (ODgy) von 0,4 bis
0,6 kultiviert. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration
1 mM) induziert und die Kultur Gber Nacht bei 16°C und 125 rpm geschuttelt. Die
Kulturen wurden 15 min bei 4°C und 3000g abzentrifugiert und entweder direkt
weiterverwendet oder bei —20°C eingefroren.

3.3.3.4 Zellaufschluss mittels Ultraschall

Fir den Zellaufschluss wurden die aus 200 ml Kultur geernteten Zellen in 5 ml 1x S-
Tag-Binde/Wasch-Puffer bzw. 1x His-Extraktions/Wasch-Puffer (mit 0,1 % TritonX100)
suspendiert und viermal je 30 s mit einer Ultraschall-Sonotrode (Intensitat 10 %)
aufgeschlossen. Zwischen den Ultraschallbehandlungen wurde 30 s auf Eis inkubiert.
Nach dem Aufschluss wurde 20 min bei 150009 und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand, der die Islichen Proteine enthielt, weiterverwendet.

3.3.3.5 His- Tag-Affinitatschromatographie

Das mit einem His-Tag exprimierte Enzym  SIEO  wurde  durch
Affinittschromatographie mit Talon™-Harz aufgereinigt. Hierfir wurde der Uberstand
des Ultraschallaufschlusses zu 1 ml einer 50 %igen Talon™-Harz-Suspension
gegeben und 30 min in einem Uberkopfmischer bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde
5 min bei 1200g und 4°C zentrifugiert und zweimal mit 1x His-Extraktions/Wasch-Puffer
gewaschen. Das Harz wurde dann in eine vom Hersteller mitgelieferte gravity flow
column gegeben, mit 1x His-Extraktions/Wasch-Puffer gewaschen und das
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gebundene Enzym mit 1,5 ml 1x His-Elutions-Puffer eluiert. Das Eluat wurde bei 4°C
aufbewahrt.

3.3.3.6 Aufreinigung mittels Ultrafiltration

Das SIEO enthaltende Eluat der His-Tag-Affinitdtschromatographie wurde in einem
weiteren Schritt mittels Ultrafiltration aufgereinigt. Dazu wurde das Eluat zunachst mit
0,1 M Phosphatpuffer (mit 0,025 M NaCl, pH 7) auf ein Gesamtvolumen von ca. 25 ml
verdinnt und auf eine Ultrafiltrationseinheit mit einer MembranausschlussgréBe von
50 kDa (Vivaspin 20, 50 kDa) gegeben. Bei 4 °C und 4000g wurde solange
zentrifugiert, bis der Uberstand nur noch etwa 500 pl betrug. Der Durchfluss, der alle
Proteine kleiner als 50 kDa enthielt, wurde Uber eine Ultrafiltrationseinheit mit einer
MembranausschlussgroBe von 30 kDa (Vivaspin 20, 30 kDa) zentrifugiert, bis der
Uberstand auf der Saule etwa 400 pl betrug. Dieser Uberstand enthielt die
aufgereinigte SIEO mit einem Molekulargewicht von 41,7 kDa. Die Konzentration der
erhaltenen Protein-Lésung wurde mittels Bradford-Assay bestimmt und zur
Uberpriifung der Reinheit wurde eine SDS-PAGE durchgefiihrt.

3.3.3.7 S- Tag-Affinitatschromatographie

Die Aufreinigung der mit S-Tag exprimierten Enzyme FaDHQS und VvDHQS erfolgte
Uber Affinitatschromatographie mit  S-Protein-Agarose. Der Uberstand des
Ultraschallaufschlusses wurde zu 1 ml 50 %iger S-Protein-Agarose-Suspension
gegeben, eine Stunde in einem Uberkopfmischer bei 4 °C inkubiert und anschlieBend
10 min bei 500g und 4°C zentrifugiert. Die Agarose wurde dreimal mit 1x S-Tag-
Binde/Wasch-Puffer gewaschen. Zur Elution des S-Tag-Fusionproteins wurde 750 pl
1x S-Tag-Elutions-Puffer zugegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Die Elution wurde
zweimal durchgefliihrt und die Eluate bei 4 °C aufbewahrt.

3.3.3.8 Heterologe Expression in Saccharomyces cerevisiae

Zur Expression der DAHP-Synthase wurden einzelne Zellen von Saccharomyces
cerevisiae RH2424, die den Vektor pME2385 enthielten, zwei Tage in BMMD-Medium
mit 670 uM Methionin bei 30°C und 125 rpm angezogen. Dann wurde die optische
Dichte (ODggo) bestimmt und ein Teil der Vorkultur so mit BMMD-Medium mit 400 uM
Methionin verdinnt, dass man eine 200 ml Hauptkultur mit einer ODgqo von 0,15 erhielt.
Die Hauptkultur wurde 24 h bei 30°C und 125 rpm bis zu einer optischen Dichte
(ODeggo) von 4 kultiviert. Die Kultur wurden 20 min bei 4°C und 4000g abzentrifugiert
und die geernteten Zellen bei —20°C eingefroren.
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3.3.3.9 Zellaufschluss mit gewaschenen Glasperlen

Far den Zellaufschluss wurden die aus 200 ml Kultur geernteten Zellen in 10 ml
Phosphatpuffer (10 mM, pH 6,8) suspendiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Zellen wurden erneut durch Zentrifugation fir 5 min bei 4000g pelletiert. Das Pellet
wurde in 2,5 ml eiskaltem Phosphatpuffer aufgenommen und mit 10 g gewaschenen
Glasperlen (425-600 um) versetzt. Fir eine Dauer von 30 min wurde abwechselnd 30 s
geschiittelt und 30 s auf Eis gestellt. Der Uberstand wurde abpipettiert und aufbewahrt.
Zu dem Ruckstand wurde nochmals 4 ml Phosphatpuffer gegeben, kurz zentrifugiert
und der Uberstand mit dem ersten Uberstand vereinigt. Die vereinigten Uberstande
wurden 10 min bei 15000g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand, der die I&slichen
Proteine enthielt, als Rohproteinextrakt direkt fiir Enzymassays eingesetzt.

3.3.4 Enzymassay zur biochemischen Charakterisierung von FaDHQS

Zu 70 pl Phosphatpuffer (100 mM, pH 6,8) wurden jeweils 40 ul Erythrose-4-phosphat
(10 mM) und 40 pl Phosphoenolpyruvat (10 mM) pipettiert. Die DAHP-Bildung wurde
durch Zugabe von 50 ul Rohproteinextrakt (3.3.3.9) gestartet und fiir 10 min bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurden 50 pl aufgereinigte FaDHQS, 2 pyl NAD* (1 mM) und
2 pl MnCl, (10 mM) zugegeben und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 40 pl Trichloressigsaure (20 %) gestoppt und 5 min bei 13400 rpm
abzentrifugiert. 100 pl des Uberstands wurden mit 10 ul Natriumperiodat (25 mM in
125 mM Schwefelsaure) versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von
200 pl Natriumarsenit (2 % in 0,5 M HCI) und Inkubation flir 2 min bei Raumtemperatur
wurde die Farbreaktion durch Zusatz von 800 pl Thiobarbitursdure (0,3 %) gestartet
und 10 min im siedenden Wasserbad inkubiert. Die photometrische Messung erfolgte
sofort bei 549 nm.

3.3.5 Genexpressionsanalyse

3.3.5.1 Pflanzenmaterial

Um eine Genexpressionsanalyse durchzufihren, wurden wéahrend der Fruchtreifung
Blatter, geschlossene Bliten, offene Bliten und griine, weiBe und rote Erdbeerfriichte
geerntet und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.3.5.2 DNase-Behandlung und reverse Transkription

Die RNA-Isolierung aus den Erdbeerfriichten wurde nach der in Kap. 3.3.1.1
beschriebenen Methode durchgefiihrt. Vor der reversen Transkription wurde die RNA
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gemals folgendem Ansatz mit DNase | behandelt, um mdgliche DNA-Kontaminationen
zu entfernen.
1 ug RNA
1yl 10x DNasel Reaktions-Puffer
1 ul DNase |
ad 10 yl Wasser
Der Ansatz wurde 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, dann 1 pl Stopp-Lésung
(50 mM EDTA) zugegeben und 10 min auf 70°C erhitzt. Nach dem Abklhlen auf Eis
wurde die reverse Transkription durchgefiihrt, indem zum bisherigen Ansatz folgende
Komponenten pipettiert wurden:
4 pl 5x iScript Reaktions-Mix
1 pl iScript Reverse Transkriptase
4 ul Wasser
Die Reaktion fand wahrend folgendem Temperaturprogramm statt.
5 min 25°C
30 min42°C
5 min 85°C
Ein Teil der erhaltenen cDNA wurde mit Wasser 1:8000 verdinnt um als Template fur
das Referenzgen (RNA Interspacer 16S—23S) eingesetzt zu werden.

3.3.5.3 Quantitative PCR

Zunachst wurden flr jede der zwei untersuchten 3-Dehydroquinat-Synthasen je ein
genspezifischer Vorwarts- und Rickwarts-Primer (Kap. 3.1.6) ausgewahlt, mit denen
einen Fragment von etwa 237 bzw. 268 bp amplifiziert wurde. Die Primer wurden
mittels einer normalen PCR Uberprift und das amplifizierte DNA-Fragment sequenziert
(Kap. 3.3.1.10). Als Referenzgen zum Normalisieren der erhaltenen Ergebnisse wurde
ein RNA Interspacer 16S—23S —Gen verwendet (Casado-Diaz et al., 2006).
Jeder PCR-Ansatz wurde in dreifacher Ausfihrung nach folgendem Schema pipettiert:
12,5 yl iQ SYBR Green Supermix
0,4 pl Vorwarts-Primer (10 mM)
0,4 ul Rackwarts-Primer (10 mM)
1 ul cDNA
ad 25 yl Wasser

In der Negativkontrolle wurde anstatt cDNA Wasser verwendet. Die qPCR wurde
anschlieBend mit folgendem Temperaturprogramm durchgefuhrt.

3min30s 95°C
30s 95°C }
40x
30s 60°C
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Um zu Uberprifen, ob das korrekte Produkt amplifiziert wurde, wurde anschlieBend
eine Schmelzkurve aufgenommen. Des Weiteren wurden die Ansétze mittels

Gelelektrophorese (Kap. 3.3.1.3) Uberprift.

3.3.5.4 Datenauswertung

Um die relative Genexpression zu berechnen wurden mit der MyiQ Optical Systems
Software die Ci-Werte bestimmt. Der Ci-Wert ist genau die Zyklenzahl, bei der die
Fluoreszenz einen festgelegten Schwellenwert, der fir jeden Ansatz identisch ist,
Ubersteigt. Die Ci-Werte sind indirekt proportional zum /log, der urspriinglich in der
Probe vorhandenen Kopienzahl. Zur Normalisierung auf das Referenzgen wurde die
Differenz aus den Ci-Werten des Zielgens und des Referenzgens gebildet (A C;). Die
relative Expression wurde dann, bezogen auf die Werte von roten Erdbeeren, nach
folgenden Formeln berechnet:

A C; = C; (Zielgen) — C; (Referenzgen)

AA C; = A C; (Probe) — A C; (Kontrolle)

Relative Expression = 2 4%

3.3.6 Herstellung von Ethylacetat-Extrakten aus Erdbeerfriichten

Zur Messung der Metabolite in der Erdbeerfrucht wird ein Ethylacetat-Extrakt
hergestellt. Etwa 1,0 g der mit flissigem Stickstoff homogenisierten Erdbeerfriichte
werden mit 500 pl Ethylacetat versetzt und es werden 50 ul in Ethylacetat geléstem
HMF mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml als Interner Standard zugesetzt. Nach 15
min Mischen durch Vortexen wird durch 15 min Zentrifugieren bei 13400 rpm eine
Phasentrennung erreicht. Die obere organische Phase wird vorsichtig abgenommen
und in einem neuen GefaB aufbewahrt. Die untere Phase wird nochmals mit 500 pl
Ethylacetat versetzt und wie bereits beschrieben gemischt und zentrifugiert. Die
organischen Uberstande werden vereint und 20 pl H,O hinzugegeben. Das Ethylacetat
wird in 35 Minuten bei 37°C im Speed-Vac entfernt, wobei die gelésten Substanzen in
das Wasser Uberfuhrt werden. Die verbliebene Wasserphase wird anschlieBend auf 50
pl aufgefdllt. Nach dem Abzentrifugieren der ungelésten Bestandteile durch 45 min
Zentrifugation bei 13400 rpm wird der klare Uberstand direkt fiir die LC-MS-Analyse
eingesetzt (Kap. 3.2.1).

3.3.7 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die Durchfiihrung der 2D-PAGE basiert auf der Methode von Gérg mit geringen
Modifikationen (Goérg et al., 2004; Gorg et al., 2007).
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3.3.7.1 Protein-Isolierung

Das verwendete Protokoll fir die Protein-Isolierung aus Erdbeerfriichten basiert auf
einer Methode, die fur Pflanzengewebe entwickelt wurde, aus denen sich Proteine nur
schwer isolieren lassen (Saravanan und Rose, 2004). Zundchst wurde 2 g fein
zerriebenes Pflanzenmaterial zu 0,15 g PVPP und 15 ml Protein-Extraktions-Puffer
gegeben, gemischt und 30 min auf Eis inkubiert, wobei alle 5 min kréftig gemischt
wurde. Nach Zugabe von 15 ml Phenol pH 8,0 wurde die Probe unter den gleichen
Bedingungen wie vorher inkubiert und anschlieBend mit 15000g bei 4°C 20 min
zentrifugiert. Die obere Phenolphase wurde abgenommen und zweimal mit je 12 ml
Protein-Extraktions-Puffer gewaschen. Nach Zugabe des flinffachen Volumens an
Ammoniumacetat-Lésung (8 mM in Methanol) wurden die Proteine Uber Nacht bei
-20°C ausgefallt. Die Proteine wurden mit 150009 bei 4°C 30 min abzentrifugiert und
das Pellet einmal mit 6 ml eiskaltem Methanol und zweimal mit je 6 ml eiskaltem
Aceton gewaschen. Die Proben wurden bei -80°C aufbewahrt. Vor der weiteren
Verwendung wurden die Proteine in 120 pl IEF-Puffer gelést und die Konzentration
nach der Bradford-Methode bestimmt (Kap. 3.3.3.1).

3.3.7.2 Erste Dimension (Isoelektrische Fokussierung)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in der ersten Dimension mittels isoelektrischer
Fokussierung. Die 18 cm langen Gelstreifen mit einem nicht linearen immobilisierten
pH-Gradienten von 3-10 (Immobiline DryStrips, pH 3-10 NL, GE Healthcare) wurden
Uber Nacht mit je 350 pl Rehydrierungspuffer rehydriert. Die Streifen wurden in
Keramikschalen gelegt und mit Silikondl bedeckt, um ein Austrocknen wéhrend der IEF
zu verhindern. Es wurden genau 550 ug der in |IEF-Puffer gelésten Protein-Probe
mittels Cup Loading auf das anodische Ende des Streifens aufgegeben. Beim Cup
Loading werden trichterférmige Aufsatze, sogenannte Sample Cups, auf den Streifen
aufgesetzt und die Probe in den Aufsatz pipettiert.

Tab. 8: Protokoll der isoelektrischen Fokussierung

Schritt |Betriebsart Spannung [V] |Zeit [h:min] Volt-Stunden [Vh]
1 Step-n-Hold 100 1:00 100
2 Step-n-Hold 150 1:00 150
3 Gradient 500 0:10 52
4 Gradient 4000 1:30 3445
5 Step-n-Hold 8000 - 25000
Volt-Stunden gesamt 28747
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Die IEF erfolgte bei 20 °C und einer konstanten Stromstérke von 50 pA je Gelstreifen
bis zum Erreichen von ca. 29.000 Volt-Stunden (Tab. 8). Fir jede Probe wurden drei
Replikate angefertigt. Bis zur zweiten Dimension wurden die Gelstreifen bei -80 °C
gelagert.

3.3.7.3 Herstellung von SDS-Gelen flr die zweite Dimension

Die Gele fur die zweite Dimension wurden in einer GelgieBkammer nach einer von
Anderson beschriebenen Methode gegossen (Anderson und Anderson, 1978). Die
12,5 %igen SDS-Gele hatten eine GréBe von 25 cm x 20,5 cm x 0,1 cm (H x B x D).
Nachdem die Gellésung Uber einen Schlauch am Boden der Kammer bis zur
gewlnschten Hohe eingefillt war, wurde die Gellésung durch Verdrangungslésung
ersetzt, bis keine Gelldsung mehr im Schlauch war. Die Gele wurden mit Wasser
Uberschichtet und fir 24 Stunden auspolymerisiert.

3.3.7.4 Zweite Dimension

Wéhrend der zweiten Dimension wurden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Die aufgetauten Gelstreifen der ersten Dimension wurden je 15 min in
speziellen  Plastikrdhren in  Aquilibrierungspuffer | und anschlieBend in
Aquilibrierungspuffer Il inkubiert. Die Streifen wurden dann kurz in 1:1 mit Wasser
verdinntem 1x SDS-Laufpuffer getaucht, bevor sie auf die Gele aufgelegt und mit 2 ml
warmer Agaroseldsung fixiert wurden. Die Gelkassetten wurden in die mit 1x SDS-
Laufpuffer geflllte Laufkammer eingesetzt und die zweite Dimension erfolgte dann bei
20 °C Uber Nacht unter folgenden Bedingungen:

1. 5mA/Gel far2h

2. 15 mA/Gel fir mind. 16 h
Die zweite Dimension wurde beendet, sobald die Bromphenolblau-Lauffront etwa einen

Zentimeter von dem unteren Gel-Ende entfernt war.

3.3.7.5 Kolloidale Coomassie-Farbung

Nach der zweiten Dimension wurden die SDS-Gele Uber kolloidale CBB-Farbung
angefarbt. Die Anfarbung erfolgte nach einer modifizierten Methode von Neuhoff
(Neuhoff et al., 1988), deren Nachweisgrenze bei etwa 10-30 ng Protein liegt. Nach der
Entnahme der Gele aus den Gelkassetten wurden die Gele Uber Nacht bei
Raumtemperatur unter leichtem Schutteln in Fixierlésung inkubiert. Die anschlieBende
Inkubation in Farbeldsung erfolgte unter den gleichen Bedingungen. Die Gele wurden
in Wasser entfarbt, bis der Gel-Hintergrund fast vollstdndig transparent war, und
anschlieBend eingescannt (Kap. 3.3.7.6). Nach zweistlindiger Inkubation in 7 %iger
Essigsaure wurden die Gele eingeschweif3t und bei 4°C aufbewahrt.
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3.3.7.6 Softwaregestitzte Auswertung der Gele

Um Unterschiede im Proteom der transgenen Frichte im Vergleich zu den
Kontrollfrichten festzustellen, wurden die einzelnen Proteinspots Uber eine spezielle
Software ausgewertet und verglichen. Die angefarbten Gele wurden hierflr im
Durchlichtmodus (16 bit Graustufen, 300 dpi) gescannt. Die Bilddateien der Gele
wurden dann in die Proteomweaver-Software importiert, mit welcher die Spotdetektion,
das matching der Gele von trangenen Frichten und Kontrollfrichten und die
Normalisierung der Spotintensitaten erfolgte. Diese von der Software automatisch
durchgefiihrten Schritte wurden Gberprift und gegebenenfalls manuell korrigiert. Im
weiteren wurden nur Spots betrachtet, deren Intensitat sich um mindestens Faktor 0,3

bzw. 5 zwischen transgenen Frichten und Kontrollfriichten unterschied.

3.3.8 Protein-ldentifizierung

3.3.8.1 Enzymatischer Verdau der Proteine

Fir die Protein-ldentifizierung wurden die Proteine zun&dchst durch einen
enzymatischen In-Gel-Verdau in spezifische Peptid-Fragmente zerlegt. Die zu
analysierenden Gel-Spots wurden ausgeschnitten, 5 min mit 50 ul Waschlésung bei
300 rpm geschiittelt und der Uberstand verworfen. Zum Entfarben wurde zweimal 50 pl
Entfarbeldsung zugegeben und mind. 20 min bei 300 rpm inkubiert. Dann wurden die
Gelstiicke durch zehnminltige Inkubation mit 50 pl Acetonitril dehydriert und 10 min in
der Speed-Vac getrocknet. Die getrockneten Gelstiicke wurden in 50 ul Waschlésung
10 min rehydriert, anschlieBend wurde der Dehydrierungs- und der Trocknungsschritt
wiederholt. Nach Zugabe von 22 pul Digestion-Puffer und 3,13 pl Trypsin-Lésung wurde
45 min auf Eis inkubiert und der Uberstand abgenommen. Die Gelstiicke wurden mit
Digestion-Puffer bedeckt, um ein Austrocknen wéahrend der Inkubation Uber Nacht bei
37°C und 350 rpm zu verhindern. Nach dem Verdau wurden die Proben kurz
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und gekihlt aufbewahrt. Die Gelstiicke
wurde zundchst mit 25 pl Extraktionslésung | 20 min inkubiert, dann wurde 25 ul
Acetonitril zugegeben und weitere 15 min inkubiert. Der Uberstand wurde mit dem
ersten Uberstand vereinigt und weiter gekiihlt aufbewahrt. Nach zweimaliger
Inkubation mit Extraktionslésung Il fiir je 20 min wurden alle Uberstande, die die
Peptid-Fragmente enthielten, vereinigt und in der Speed-Vac getrocknet. Die Extrakte
wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.
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3.3.8.2 Analyse der Peptid-Fragmente mittels Massenspektrometrie

Die Peptid-Extrakte wurden in 5%iger Ameisensdure aufgenommen und vor der
Injektion in das Massenspekirometer mit Stage-Tips C18 (Proxeon, Odense,
Danemark) gereinigt. Dazu wurden die Tips mit 10 pl 50%igem Methanol vorbehandelt
und mit 10 pl 5%iger Ameisensdure equilibriert. AnschlieBend wurden die Peptid-
Extrakte aufgetragen und zweimal mit je 10 ul 5%iger Ameisensaure gewaschen. Die
gereinigten Fragmente wurden zweimal mit je 10 pl eines Wasser/Methanol/
Ameisensaure-Gemisches (45:50:5) eluiert. Das Probenvolumen wurde mit einem
Wasser/Acetonitril/Ameisensaure-Gemisch (39,5:60:0,5) auf 50 pl erganzt und mit
einer Flussrate von 5 pl/min in das Massenspekirometer geleitet. Nach der
massenspekirometrischen Analyse der Peptid-Extrakte (Kap. 3.2.3) wurden die
Ergebnisse zur Suche in der MASCOT peptide mass fingerprint — Datenbank
herangezogen.

3.3.9 Bestimmung der enzymkinetischen Daten der SIEO

3.3.9.1 Synthese und Reinigung von HMMF-Derivaten

Das Syntheseprotokoll fir die HMMF-Derivate EDHMF, HMPDF und BDHMF leitet sich
aus den Vorschriften von Ballesteros und Ledl fir eine Knoevenagel-Reaktion ab
(Ballesteros et al., 1983; Ledl und Severin, 1978). Die Derivate wurden durch die
Reaktion von HMF mit den Aldehyden Acetaldehyd, Propionaldehyd und Butyraldehyd
gebildet. Dazu wurden 2,6 mmol HMF, 1,6 mmol Natriumacetat und 1,2 mmol
Kupferacetat in 4,5 ml konzentrierter Essigsdure gelést und mit 2,7 mmol des
jeweiligen Aldehyds versetzt. Der Reaktionsansatz wurde unter Rihren und Ruckfluss
fir eine Stunde auf 60°C erhitzt und nach dem AbkUhlen mit 9 ml Wasser versetzt.
Nach mehrmaliger FlUssig-Flussig-Extraktion des Reaktionsansatzes mit einem
n-Pentan/Diethylether-Gemisch (1:1) wurden die organischen Phasen vereinigt und im
Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Der Rulckstand wurde in einem
Acetonitril/Wasser-Gemisch (1:1) gelést und mittels praparativer HPLC (Kap. 3.2.2)
gereinigt. Die Uberpriifung der Reinheit der synthetisierten Substanzen EDHMF,
HMPDF bzw. BDHMF erfolgt Uber eine LC-MS-Messung (Kap. 3.2.1).

3.3.9.2 Michaelis-Menten-Kinetik

Die Bestimmung der enzymkinetischen Daten vpma, Ky und kgg fr die Umsetzung der
drei Substrate EDHMF, HMPDF und BDHMF wurde (ber LC-MS-Messungen
durchgefuhrt.

Die Assays wurden in 0,1 M Phosphatpuffer (mit 0,025 M NaCl, pH7) mit 3 ug



3 Material und Methoden 87

aufgereinigtem Enzym durchgefiihrt. Die Konzentration des Kosubstrats NADH betrug
12 mM, die Substrate wurden in Konzentrationen von 140 uM bis 7,5 mM eingesetzt.
Die Ansatze wurden genau 35 min bei 30 °C und 450 rpm inkubiert. Als Interner
Standard (IS) wurde nach der Inkubationszeit HDMF zugegeben. Es wurde von jedem
Ansatz eine Doppelbestimmung durchgefihrt. Die LC-MS-Messung erfolgte mit einer
Methode, die flr das entsprechende Produkt optimiert war (Kap. 3.2.1).
Da fir die Produkte BHMF und HMPF keine Referenzsubstanzen verfligbar waren und
daher keine Kalibriergerade fur diese Produkte erstellt werden konnte, wurde aufgrund
der ahnlichen lonisation die EHMF-Kalibriergerade fur die Berechnung aller Kinetiken
verwendet. Die erhaltenen Mengen an BHMF und HMPF sind somit als ,EHMF-
Aquivalente* anzusehen.
Sowohl fur die Kalibiergerade als auch fir die einzelnen Messungen wurde jeweils das
Verhéltnis der Produkt-Peakflache zur HDMF-Peakflache (IS) berechnet, so dass die
Produkt-Konzentration der Assays dann (ber die Gleichung der Kalibiergeraden
ermittelt werden konnte.

y =179,3 x-0,0799

R® = 0,9995

Xenmr = Cenme iN der Lésung
XumpE = Cuver i der LOsung
Xgumr = Cgnwir iN der Lésung
Yenve = Verhaltnis Peakflache m/z (+) 143 / Peakflache m/z (+) 129
Yuwpe = Verhaltnis Peakflache m/z (+) 157 / Peakflache m/z (+) 129
Yeume = Verhaltnis Peakflache m/z (+) 171 / Peakflache m/z (+) 129

Die berechnete Umsatzgeschwindigkeit in nkat/mg wurde gegen die jeweils
eingesetzte Substratkonzentration (mM) aufgetragen und mit dem
Regressionsprogramm Hyper 32 (ber das Hanes-Linearisierungsverfahren die

Enzymparameter vmax, Ky, und kyos berechnet.

3.3.10 Vorversuche mit Proteinrohextrakten aus Erdbeerfriichten

3.3.10.1  Gewinnung eines Proteinextrakts aus Erdbeerfriichten

Far die Herstellung des Proteinextrakis wurden 30 g entweder frische oder gefrorene
Erdbeeren mit dem Ultraturrax bzw. mit dem Mérser homogenisiert, 1,59
Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) zugegeben und mit 15 ml Wasser verdinnt. Der pH-
Wert dieses Gemischs wurde auf 6 bzw. 6,5 eingestellt und anschlieBend zweimal fir
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je 30 min zentrifugiert, zunachst bei 5000g, anschlieBend bei 15000g. Nach jedem
Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand tiber Glaswolle filtriert.

Die Abtrennung von niedermolekularen Stoffen aus dem Proteinextrakt erfolgte mittels
Gelfiltration. 15 ml des Extrakts wurden Uber eine Sephadex® GF-25-
Chromatographiesaule (2,5 cm x 30 cm) filtriert und zehn Fraktionen von je 10 ml
gesammelt. Der Proteingehalt der Fraktionen wurde mit der Bradford-Methode
bestimmt (Kap. 3.3.3.1).

3.3.10.2 Enzymassay zur Ermittlung der Enzymaktivitat

Zur Ermittlung der Enzymaktivitat der proteinhaltigen Fraktionen wurde die Bildung des
Thioethers aus HMMF und 3-Mercaptobenzoesaure mittels LC-MS untersucht. Ein
270 pl Ansatz enthielt 225 pl Proteinlésung, 70 mM D-Fructose-1,6-diphosphat und
0,6 mM 3-Mercaptobenzoesédure in 20 mM Bis-Tris-Puffer (pH 6; 6,5). Je nach Ansatz
zusatzlich wurden 1,8 mM NAD* bzw. 1,8 mM NADH/H*, 1,3 mM Mn?*, 1,3 mM Zn*
oder 1,3 mM Mg* zugegeben. Der Ansatz wurde fiir 24 Stunden bei 30 °C und
450 rpm inkubiert. Nach kurzem Abzentrifugieren (3 min, 12000g) der unléslichen
Bestandteile wurden die Assays direkt mittels LC-MS analysiert (Kap. 3.2.1). Als
Blindwert wurde jeweils ein Ansatz, der statt Proteinlésung Pufferlésung enthielt,
hergestellt. Zur Identifizierung der Enzymaktivitdt wurden die Signalflachen der
lonenspur m/z (+) 281 bei 20,1 Minuten im lonenchromatogramm integriert und mit
dem der Blindwerte verglichen.
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