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A Einleitung
1 Erdbeeren

1.1 Botanische Sicht
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Abb. A-1: Eine sich entwickelnde Erdbeerpflanze (Hancock, 1999)

Erdbeeren, d. h. die Gattung Fragaria, gehdéren zur Familie der Rosengewachse

(Rosaceae). Erdbeerfrichte (im Folgenden kurz Erdbeeren genannt) sind botanisch
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gesehen Sammelnussfrichte. Die hochgeschatzte Erdbeere war eine der ersten
Nutzpflanzen, die systematisch gezichtet wurde. So entstanden in den letzten zwei
Jahrhunderten viele neue Sorten, vor allem in Europa und Nordamerika, seit einigen
Dekaden auch in der ganzen Welt (Hancock, 1999).

Die krautige Erdbeerpflanze ist mehrjahrig und besitzt einen zentralen Vegetationskegel
aus dem Blatter, Wurzeln und Blutenstande hervorgehen. Der Vegetationskegel besteht
aus einem Zentralzylinder, umgeben von einem Leitbundelring. Der Zentralzylinder
besteht Uberwiegend aus Mark, mit einer dinnen Schicht Kambium, das das Mark
umgibt. An der Spitze jeden Laubblattes um den Vegetationskegel sitzt eine
Achselknospe aus dem oberirdische, horizontal wachsende Auslaufer hervorgehen
konnen. Nach Ausbildung zweier langer Internodien enden diese in einer
Tochterrosettenpflanze an dem zweiten Nodium mit sprossburtigen Wurzeln. Diese
kann sogleich wieder Auslaufer als Achselprodukte entwickeln, so dass innerhalb eines
Jahres vegetativ eine Vielzahl von Tochterpflanzen entsteht (Abb. A-1; Franke, 1997).
Die Blutenstande der Erdbeerpflanze sind eine modifizierte Sprossachse, die mit einer
primaren Blute abschliefl3t. Auf die primare Blute folgen in der Regel zwei sekundare,
vier tertiare und acht quartare Bllten. Eine typische Blute besitzt zehn Kelchblatter, funf
Blutenblatter, 20 — 30 Staubblatter und zahlreiche Fruchtblatter (Abb. A-2). Erdbeeren
werden von Insekten, besonders von Bienen bestaubt (Hancock, 1999).

Stempel Bltitenboden

Bliitenboden

BIUteanéﬁt\er/K_,_\f—::___—'__,_T‘ Nisschen
Staubbléatter N A7

K('emhblétter
>
Staubblatter {-—K
Kelchblatter

Abb. A-2: Erdbeerblite und die Erdbeerfrucht (Hancock, 1999)
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Die Fruchtblatter entwickeln sich zu kleinen Nusschen und sind die wahren Friuchte der
Erdbeere (Abb. A-2). Diese Nusschen sitzen nach der Blute dem stark vergrofRerten
Blutenboden, dem eigentlich geniel3baren Teil der Sammelnussfrucht, auf. Dieser
gliedert sich in das weildliche, dem Zentralzylinder entsprechende Mark und die von
Anthocyanen rot gefarbte Rinde. Die Nusschen werden durch Leitblindel mit
Nahrstoffen versorgt. Die noch vorhandenen Staub- und Kelchblatter umgeben die
Sammelnussfrucht am Grunde. Sowohl Nusschen als auch Leitbundel sind lignifiziert
(Suutarinen und Mitarbeiter, 1998).

In Europa heimisch ist die diploide (2n = 2x = 14) Walderdbeere, Fragaria vesca, die
meist wild gesammelt wird. GroRRere Bedeutung hat jedoch ein in Holland aus
F. chiloensis (Chile-Erdbeere, octaploid, 2n = 8x = 56) und F. virginiana (Scharlach-
Erdbeere, octaploid, 2n = 8x = 56) gezlchteter Hybrid mit dem Namen
Fragaria x ananassa (octaploid, 2n = 8x = 56). F. chiloensis und F. virginiana selbst sind
sehr variabel und besitzen eine Anzahl sich erganzender Charakterziige. Das
Wachstum der Erdbeerfrucht kann in das Wachstum der Nusschen und des
Blutenbodens differenziert werden. Die Entwicklung der Nusschen erfolgt vor dem
Anschwellen des Blutenbodens. Nach Ausreifen des Embryos steigt die Bildungsrate
des Blutenbodens stark an und die Fruchtreifung wird initiiert. Die maximale GroRe der
Nusschen wird vor dem eigentlichen Fruchtwachstum erreicht. Die Stadien der
Entwicklung der Beere lassen sich als geschlossene Blite (nicht gezeigt), offene Blute,
klein grin, grun, weil}, rot werdend (auch: pink, unterteilt in T1 und T2) und rot/reif
klassifizieren (Abb. A-3). Die Frucht erreicht das maximale Gewicht und die maximale
GroRe im roten, reifen Zustand (Perkins-Veazie, 1995). Ahnlich wie andere Friichte
scheint auch die Erdbeerfrucht eine Art Senke fur die von der Pflanze synthetisierten
Verbindungen zu sein, wobei die Assimilate vornehmlich in die Frucht und nicht die
Nusschen transportiert werden. Das Hauptassimilat ist dabei die in den Blattern
gebildete Saccharose (Perkins-Veazie, 1995).

Das Fruchtwachstum der Erdbeere wird primar durch Auxin (Indolessigsaure) stimuliert,
wogegen Gibberelline, Cytokinine und Abscisinsaure einen geringen Einfluss auf das
Fruchtwachstum haben dirften. Auxin wird in den Nusschen gebildet und basipetal

durch die Leitbundel zu den Blutenstangeln transportiert (Perkins-Veazie, 1995)
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Abb. A-3: Verschiedene Stadien der Erdbeerfruchtentwicklung - obere Reihe: Blite (B, von oben
fotografiert, andere von der Seite), kleine griine Frucht (sG), grof3e grine Frucht (G);
weille Frucht (W); untere Reihe: rot werdende (pinke) Frucht (friihes Stadium T1, spéates
Stadium T2) und reife Frucht (R).

Die Fruchtreifung ist ein Prozess der zwischen Fruchtwachstum und Seneszenz steht
und sich mit diesen Uberlappt. Reifung kann durch Pflanzenhormone wie Ethen,
Gibberellin, Cytokinin, Abscisinsdure und Auxin gebremst oder beschleunigt werden. Im
Allgemeinen werden klimakterische und nichtklimakterische Frichte unterschieden.
Erstere zeigen im Verlauf der Fruchtreifung einen Atmungsanstieg und eine vermehrte
Ethenproduktion, z. B. Banane, Apfel und Tomate. Der Ethenanstieg kann dabei vor,
wahrend oder nach dem Atmungsanstieg stattfinden. Andere Frichte zeigen einen
stetigen Abfall in der Atmungsaktivitat im Verlauf der Reifung, ohne Anstieg in der
Ethenproduktion und werden als nichtklimakterisch klassifiziert. Beispiele hierfur sind
Weintrauben und Erdbeeren. Diese Differenzierung in klimakterisch und
nichtklimakterisch ist fir den Handel wichtig, da hiervon der Erntezeitpunkt abhangig ist,
d. h. Ernte im reifen oder unreifen Zustand. Von wissenschaftlichem Interesse sind aber
vor allem Fragestellungen bezuglich Lager- und Transportstabilitat in Verbindung mit

einem guten Aroma der betreffenden Fruchte.
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Wie auch in anderen Frichten ist der Reifungsprozess der Erdbeerfrucht charakterisiert
durch einen Anstieg der I0slichen Verbindungen in der Frucht, der Bildung von Aroma-
und Geschmacksstoffen sowie Veranderungen in Fruchtform und —grof3e, Textur und

die Bildung von Farbstoffen.

1.2 Lebensmittelchemische und erndhrungsphysiologische Sicht

Frische, reife Erdbeeren setzen sich aus etwa 90% Wasser und 10% anderer
Bestandteile, hier vor allem Saccharose, D-Glucose und D-Fructose, zusammen. Eine
grobe Zusammenstellung der Hauptbestandteile der Erdbeerfrucht, die aber je nach

Sorte und Grad der Reife schwanken kann, zeigt Tab. A-1.

Tab. A-1: Zusammensetzung der reifen Erdbeerfrucht [jeweils pro 100 g Frischgewicht]
(zusammengestellt aus Perkins-Veazie (1995); Hancock (1999); Souci und Mitarbeiter
(2000))

Komponente Gehalt
Wasser 92g¢g
Protein 0,69
Gesamtfett 04g
Kohlenhydrate 74

Fructose 1,7-3,5¢

Glucose 14-31¢g

Saccharose 0,2-25¢g

Pektin 500 - 1360 mg
Mineralstoffe

Ca 14 mg

Fe 0,4 mg

Mg 10 mg

P 19 mg

K 166 mg

Na 1mg



6 A Einleitung

Komponente Gehalt

Zn, Cu, Mn <0,5mg
Vitamine

Vitamin C 26 - 120 mg

Andere < 0,5 mg
Organische Sauren

Zitronensaure 420 — 1240 mg

Apfelsaure 90 — 680 mg

Bernsteinsaure 100 mg

Oxalsaure 24 mg

Weinsaure 17 mg

Brenztraubensaure 5 mg

Chinasaure 2 mg
Gesamtphenole 58 — 210 mg
Gesamt Anthocyane 55 -145 mg

Pelargonidin-3-glucosid 88 % von Gesamt

Cyanidin-3-glucosid 12 % von Gesamt
Flavonoide

Kampferol 1,2 mg

Quercetin 860 ug

Erdbeeren sind Frichte mit einem ausgesprochen hohen Gehalt an Vitamin C bei einem
Brennwert von weniger als 100 kJ/100 g. Abgesehen vom Aussehen und dem
Zuckergehalt ist fur den Konsumenten sicherlich das Aroma der betreffenden
Erdbeersorte von groRter Bedeutung.

Von den mehr als 300 beschriebenen flichtigen Substanzen (Latrasse, 1991) werden
etwa funf bis Uber zehn zu den wichtigen Komponenten gezahlt, die zum Aroma der
Erdbeere beitragen. Das charakteristische Erdbeeraroma ist somit die Summe der
Geruchseindriicke einer Anzahl flichtiger Verbindungen. Eine ,character impact
Verbindung, also eine Substanz, die alleine das Aroma von Erdbeeren determiniert,

wurde nicht gefunden.
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Der Beitrag einer flichtigen Verbindung zum Aroma hangt von seiner Aromawirksamkeit
(Geruchsschwelle) und der Konzentration der betreffenden Substanz ab. Aus diesen
beiden Parametern kann der Aroma-Wert abgeleitet werden
(Konzentration/Aromawirksamkeit) (Larsen und Poll, 1992). Definitionsgemal tragen
somit Aroma-Werte groRer eins zum Aroma der Frucht bei, und das umso starker je
hoher der Wert ist. Berechnungen der Aroma-Werte fur 24 flichtige Verbindungen von
F. x ananassa cv. Senga Sengana unter Verwendung der Geruchsschwellenwerte
wassriger Losungen der einzelnen Stoffe und der Konzentrationen im Erdbeerextrakt
wurden von Larsen und Poll (1992) durchgefuhrt. Dabei konnte Buttersaureethylester, 4-
Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (1) und Hexansaureethylester als die Komponenten
mit den hochsten Aroma-Werten bestimmt werden, gefolgt von Buttersauremethylester,
Linalool, 2-Heptanon und 2-Methylbuttersaure.

Fischer und Hammerschmidt (1992) bestimmten die Schlisselkomponenten des
Aromas von Senga Sengana Erdbeeren mittels Aromaextraktverdiinnungsanalyse
(AEVD). Bei der AEVD wird ein Aliquot eines Aromaextraktes gaschromatographisch
aufgetrennt und der Tragergasstrom nach Verlassen der Trennsaule abgerochen
(GC/Olfaktometrie). Danach wird der Aromaextrakt mit LOsungsmittel sukzessive
verdunnt und jede Verdlinnung gaschromatographisch/olfaktometrisch analysiert. Dieser
Vorgang wird so oft wiederholt, bis kein Aromastoff mehr wahrgenommen werden kann.
Auf diese Weise wird fur jeden Aromastoff, der im Gaschromatogramm auftritt ein
Verdinnungsfaktor (flavor dilution factor, FD) erhalten (Belitz und Grosch, 1992).
Fischer und Hammerschmidt (1992) konnten so nach Vakuumdestillation 3-(Z)-Hexenal,
y-Decalacton, 2-Methylbuttersauremethylester, 1 und 4-Methoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-
furanon (1a) als potenteste Aromastoffe identifizieren.

Einen ahnlichen Ansatz verwendeten Schieberle und Hofmann (1997). Sie bestimmten
die FD Faktoren verschiedener flichtiger Verbindungen eines frischen Erdbeersaftes
einer unbekannten Sorte (Tab. A-2).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass neben verschiedenen Estern und
Carbonylverbindungen vor allem 1 und zu einem geringeren Ausmald auch dessen
Methylderivat 1a charakteristische Verbindungen fur das Erdbeeraroma sind.

Die Untersuchung der Biosynthese dieser Verbindungen ist seit mehreren Jahren

Gegenstand wissenschaftlichen Interesses. Neuere Arbeiten zeigten, dass nach der
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Verstoffwechselung radioaktiv und stabil markierter C6-Zucker in Erdbeerfriichten die
markierten Kohlenstoffe in die Furanone eingebaut waren. Die besten Einbauraten
erzielten die Autoren in steigender Reihenfolge mit D-Glucose, D-Glucose-6-phosphat,
D-Fructose und D-Fructose-1,6-diphosphat (Roscher und Mitarbeiter, 1998; Schwab,
1998). Dabei wurden die Markierungen sowohl in 1, als auch dessen methylierten
glucosylierten Derivaten la und 1b (2,5-Dimethyl-4-O-3-D-glucose-3(2H)-furanon)
detektiert. Somit konnten altere Hypothesen zur Biosynthese von 1, die eine Bildung
uber eine aldolasekatalysierte Reaktion von Dihydroxyaceton-phosphat mit D-
Lactaldehyd (Zabetakis und Holden, 1996; Zabetakis und Mitarbeiter, 1998), bzw.
mittels einer Maillard-Reaktion aus Rhamnose, bzw. Fucose (Pisarnitskii und
Mitarbeiter, 1992) widerlegt werden, da weder D-Lactaldehyd noch Rhamnose, bzw.
Fucose in 1 oder deren Derivate transformiert wurden. Offensichtlich verlauft die
Biosynthese von 1 ausgehend von  D-Fructose-1,6-diphosphat  mittels
Dephosphorylierung, Dehydratisierung und Reduktion. AnschlieBend erfolgt die
Metabolisierung von 1 zu den methylierten und glucosylierten Derivaten (Abb. A-4;
Roscher und Mitarbeiter, 1998)
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Tab. A-2: Aroma Verdunnungsfaktoren (FD) Faktoren von geruchsaktiven flichtigen Verbindungen
eines frischen Erdbeersaftes (Schieberle und Hofmann, 1997)

Verbindung Geruchsqualitat FD-Faktor Strukturformel
0] OH
1 Karamell 4096 M
O
(0]
(2)-3-Hexenal Griin 1024 =N
H
Butt thyl Frucht 256 i
uttersauremethylester ruchti
O
Buttersaureethylester Fruchti 512
y 9 /\)J\O/\
O
2-Methylbuttersaureethylester  Fruchtig 128 /\HJ\O/\
O
3-Methylbuttersaureethylester ~ Fruchtig 128 )\)J\ A~
(0)
O
2-Methylbuttersauremethylester Fruchtig 256 /\HJ\O/
O
3-Methylbuttersduremethylester Fruchtig 256 )\)J\o P
Essigsa S 1024 i
ssigsaure auer
? )J\OH
O
2,3-Butandion Butterig 256 )J\H/
(0]
B Schweil} 2048 i
uttersaure chweildi
g A)kOH
O
3-Methylbuttersure SchweiRig 256 MOH
O
2-Methylbutterséure Schweilig 256 /\HJ\OH
2-Methyl 2 thylest Fruchti 128 i
-Me ropansaureethylester  Fruchti
ylprop y g NN
O. OCH;
la Karamell, Verbrannt 64

:
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Einbaurate < 0,05 % Einbaurate > 0,1 %

C p

D-Glucose —/—> D-Glucose-6-phosphat

Dihydroxyaceton D-Fructose-6-phosphat === D-Fructose
Dihydroxyaceton-phosphat ”
—~~————|| D-Fructose-1,6-diphosphat
Glycerinaldehyd-3-phosphat A

” ¢ Dephosphorylierung
Pyruvat Dehydratisierung
” Reduktlon
Acetat
D-Lactaldehyd
L-Rhamnose | | \/
L-Fucose
L-Threonin | |
Malonsaure
UDP Glucose
Glycosyltransferase UDP
1b
1c
Abb. A-4: Postulierter Biosynthese- und Metabolismusweg von 1 und seinen natlrlichen Derivaten

la, 1b und 1c (2,5-Dimethyl-4-O-(6’-O-malonyl)-B-D-glucose-3(2H)-furanon) nach
Roscher und Mitarbeiter (1998). Prozentangaben geben die Einbauraten radioaktiv
markierter Vorlaufer in 1 an.

Kirzlich gelang die Klonierung und heterologe Expression eines O-Methyltransferase-
Gens aus reifenden Erdbeerfriichten (Wein und Mitarbeiter, 2002). Das heterolog
exprimierte Protein zeigte nicht nur enzymatische Aktivitat gegenuber 1, sondern setzte
auch o-Diphenolverbindungen zu den entsprechenden O-Methylderivaten um. Die
strukturelle Gemeinsamkeit der genannten Verbindungen mit 1 wird deutlich, wenn 1 in
seiner tautomeren Grenzstruktur als Diendiol dargestellt wird (Abb. A-5).

Als Substrate wurden neben Brenzcatechin und 3,4-Dihydroxybenzaldehyd auch
Substrate umgesetzt, die dem Ligninstoffwechsel von Pflanzen zuzuordnen sind, wie

Kaffeesaure (4) und Kaffesdure-CoA (4b). Das native Enzym konnte aus reifen
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Erdbeerfrichten isoliert und charakterisiert werden und zeigte die gleiche

Substratspezifitat wie das heterolog exprimierte Enzym (Lavid und Mitarbeiter, 2002a).

HO, O
//Zzg\ \ N SAH
o 0 HO OH 4//// o} OCHg,

N3/ :

1
SAM
HO ~ OH \\\\\¥,//§ﬁH HQ  OCH;
R R
R = H: Brenzcatechin R = H: 2-Methoxyphenol
R = CHO: 3,4-Dihydroxybenzaldehyd R = CHO: Vanillin
R = CH=CH-COOH: Kaffeesaure R = CH=CH-COOH: Ferulasaure
R = CH=CH-CO-SCoA: Kaffeesadure-CoA R = CH=CH-CO-SCoA: Ferulasaure-CoA
Abb. A-5: Umsetzung von 1 und o-Diphenolverbindungen zu den entsprechenden O-
Methylderivaten

Abgesehen von den essentiellen Nahrungsfaktoren und dem Aroma enthalten
Erdbeeren auch verschiedene Sekundarmetabolite, von denen einige als bioaktive
Substanzen postuliert werden (Térronen und Maatta, 2002). Darunter versteht man
Verbindungen, die keinem direkten ernahrungsphysiologischen Zweck dienen, jedoch
mit einer erniedrigten Inzidenz an verschiedenen Krankheiten, wie z. B. Krebsarten und
Herz-Kreislauferkrankungen, in Zusammenhang gebracht werden. Diese antinutritiven
Inhaltsstoffe sind meist aus dem Sekundarstoffwechsel von Pflanzen abgeleitete

chemische Substanzen, wie Anthocyane, Catechine, Flavonole, Tannine und



12 A Einleitung

phenolische Sauren, z. B. Hydroxyzimtsaurederivate, Ellagsaure. Der Wirkmechanismus
der phenolischen Sauren ist intensiv am Beispiel der Ellagsaure untersucht worden. Der
Gehalt an Ellagsaure in Erdbeeren wird mit etwa 227 mg/kg (Radtke und Mitarbeiter,
1998) bis Uber 500 mg/kg angegeben (Torrénen und Maatta, 2002).

Uber die Hemmung von Phase-lI-Enzymen verhindern die phenolischen S&uren die
Aktivierung von Prokanzerogenen. Beispielsweise vermogen Kaffee-, Chlorogen- und
Gallussaure die durch Cytochrom-Pss0-abhangige Monooxygenasen verursachte
Umwandlung von Aflatoxin B¢ in das aktive Kanzerogen zu verhindern. Die
antikanzerogene Wirkung der phenolischen Verbindungen beruht vermutlich teilweise
auch darauf, dass sie direkt mit dem aktivierten Kanzerogen in Wechselwirkung treten
und eine kovalente Bindung eingehen, wodurch aus dem Kanzerogen biologisch
inaktive Produkte entstehen konnen. Dabei treten Ferulasaure, Kaffeesaure,
Chlorogensaure und Ellagsaure offenbar mit aktivierten polycyclischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen in direkte Wechselwirkung und unterdricken dadurch die
Krebsentstehung. Als besonders effektiv hat sich dabei Ellagsaure erwiesen, die eine
80-300mal starkere Hemmung der Kanzerogenese zeigte als andere phenolische
Sauren (Watzl und Leitzmann, 1999). Weiterhin unterbindet Ellagsaure die
Krebsentstehung in der Initiationsphase wahrscheinlich auch dadurch, dass sie die
Bindung von aktivierten Kanzerogenen an die DNA verhindert. So wurde die kovalente
Bindung der Ellagsaure an DNA nachgewiesen, wodurch die Bindungsstellen fur die
Kanzerogene maskiert waren. Daneben induzieren phenolische Sauren auch Phase-lI-
Enzyme. Dabei konnte im Tierversuch gezeigt werden, dass Ellagsaure die Aktivitat der
Glutathion-S-Transferase stimuliert sowie die Neubildung des Enzymes in der Leber
fordert. Auch die Aktivitaten der Chinonreduktase und der Glucuronyltransferase werden
durch Ellagsaure hervorgerufen. Als weitere Eigenschaft der phenolischen
Verbindungen werden oft die antioxidativen Eigenschaften genannt, wodurch sich eine
Kanzerogenese hemmen lasst. So liel3 sich die Tumorpromotion eines aktivierten
Kanzerogens auf der Haut von Mausen durch phenolische Verbindungen inhibieren.
Fraglich ist jedoch, ob die durch den Verzehr erreichten Plasmakonzentrationen
ausreichend sind, eine wesentliche antioxidative Wirkung auszulben (Watzl und
Rechkemmer, 2001; Watzl und Leitzmann, 1999; Clifford, 2000; Clifford, 1999).
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Erdbeeren neben den Hauptbestandteilen
Wasser, Zucker und Fruchtsauren viele verschiedene andere Metabolite enthalten, wie
z. B. Aromastoffe und sekundare Pflanzeninhaltsstoffe, die zur Wertschatzung der

Frucht nicht unerheblich beitragen.

1.3 Biochemische und molekularbiologische Sicht

Wahrend der Fruchtentwicklung und Reife sind Veranderungen physischer,
physiologischer und morphologischer Art oft ein Resultat der Veranderung von
Proteinkonzentrationen und Aktivitaten von Enzymen, welche ihre Ursache in
Verschiebungen der mRNA-Haufigkeit haben. Die offensichtlichsten Veranderungen
betreffen Fruchtform, Groflze, Textur und Pigmentierung, welche einhergehen mit einem
steigenden Gehalt an loslichen Verbindungen und der Produktion von Aromastoffen. In
den letzten Jahren haben zahlreiche Arbeitsgruppen Uber die Klonierung und
Charakterisierung von Genen berichtet, die mit verschiedenen Aspekten der
Fruchtreifung von Erdbeeren assoziiert sind. Der Schwerpunkt lag dabei auf der
Identifizierung von Genen, die mit dem Zellwandmetabolismus in Zusammenhang
stehen, da das Weichwerden von Frichten ein wichtiges Kriterium flr die Auswahl
bestimmter Sorten darstellt. Zumeist werden diese Gene vorzugsweise im Fruchtfleisch
exprimiert, lediglich einige wenige konnten mit der Entwicklung der Nusschen in
Zusammenhang gebracht werden. Verschiedene Strategien wurden angewendet um
reifekorrelierte Gene zu identifizieren, wie die direkte Amplifizierung von cDNA mittels
Reverse Transkriptase-PCR (Kim und Chung, 1998; Llop-Tous und Mitarbeiter, 1999;
Harrison und Mitarbeiter, 2001; Trainotti und Mitarbeiter, 2001), oder das Durchmustern
einer cDNA Bibliothek (Harpster und Mitarbeiter, 1998). Andere Gruppen versuchten
sich durch die Analyse der unterschiedlichen Genexpressionen zu verschiedenen
Reifezeitpunkten ein Bild von der Bedeutung der Gene zu machen wobei die Anzahl der
gleichzeitig analysierten mRNAs von 5 im Jahr 1995 bis 1 100 im Jahr 2002 anstieg
(Wilkinson und Mitarbeiter, 1995; Medina-Escobar und Mitarbeiter, 1997; Manning,
1998; Nam und Mitarbeiter, 1999; Aharoni und O'Connell, 2002).
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Neuere Ansatze gehen dahin, nicht nur mRNAs zu einem bestimmten Zeitpunkt zu
untersuchen, bzw. Expressionsmuster von zwei Zeitpunkten zu vergleichen, sondern
diese Daten mit der Proteinexpression (Proteomics) und den entstandenen Metaboliten
(Metabolomics) zu korrelieren. Die daraus entstehende so genannte ,Integrated
functional genomics’ (Abb. A-6) verspricht in Zukunft das Verstandnis flr besondere
metabolische Zustande der Zelle zu erhdohen (Urbanczyk-Wochniak und Mitarbeiter,
2003; Sumner und Mitarbeiter, 2003; Trethewey, 2004).

Genom Transcriptom Proteom Metabolom

g i W e e L &
dl Gen e iR

Expressi A

X pression .
L]
.'3 1
Abb. A-6: Integrated functional genomics’ (Sumner und Mitarbeiter, 2003).

Pflanzen sind eine Quelle flr unzahlige Metabolite, deren Struktur, Funktion und
Verwendung auch heute noch nur Ansatzweise bekannt ist. Uber 100 000
Sekundarmetabolite wurden bereits identifiziert, die nach Schatzungen aber nur 10 %
der tatsachlich in der Natur vorhandenen Anzahl ausmacht (Wink, 1988). Die hohe
Anzahl an Sekundarverbindungen wird durch Modifizierungen einiger weniger
Grundstrukturen abgeleitet, was Enzyme erfordert, die die entsprechenden Reaktionen
katalysieren. Andererseits tragt z. B. das Genom von Arabidopsis nicht mehr als 25 500
Gene (Bevan und Mitarbeiter, 2001). Obwohl der direkte Vergleich nicht sinnvoll ist, wird
doch offensichtlich, dass die Anzahl der Metabolite, die in einer bestimmten Spezies
gefunden werden, die Anzahl der Gene, die an deren Biosynthese beteiligt sind,
ubersteigt. Das Konzept ein Gen - eine mRNA - ein Protein - ein Produkt ist deshalb
nicht mehr haltbar. Es zeigt sich vielmehr, dass es viel mehr Proteine als Gene in einer
Zelle gibt, was u. a. durch post-transkriptionelle Modifizierungen verursacht wird. Es
existieren also verschiedene Mechanismen wonach mehrere mRNAs aus einem Gen,

unterschiedliche Proteine aus einer mRNA und mannigfaltige Produkte mit einem
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Protein gebildet werden kénnen. Auf der Ebene der DNA kdnnen beispielsweise
alternative Leserahmen zu verschiedenen mRNA Spezies fuhren. Auf mRNA Ebene
kann alternatives Spleilden der pra-mRNA zu verschiedenen Proteinen fuhren, die aber
alle auf demselben DNA Abschnitt kodiert werden. Proteine schliellich kénnen durch
post-translationale Modifikationen oder Bildung von Heterodimeren zu Enzymen flhren,
mit vollig anderen Eigenschaften wie das native Protein selbst. Enzyme schlieRlich,
obwohl selektiv, akzeptieren mehrheitlich mehr als ein Substrat. So kdnnen, je nach
Substratverfugbarkeit, von einem Enzym verschiedene Edukte umgesetzt werden
(Schwab, 2003).

Im Allgemeinen zeigen Enzyme drei Arten von Spezifitat: fir das Substrat, fur die
Reaktion und fur das Produkt. In Wirklichkeit aber sind auch Enzyme des
Primarstoffwechsels nicht absolut spezifisch. Hexokinase z. B. akzeptiert D-Glucose,
aber auch D-Fructose und formt die entsprechenden 6-Phosphate (Plaxton, 1996).
Betreffend der Reaktionsspezifitat ist zu sagen, dass Triose-Phosphat-lsomerase, das
Enzym welches die reversible Isomerisierung von Dihydroxyaceton-phosphat in
Glyceraldehyd-3-phosphat katalysiert, auch Methylglyoxal als Nebenreaktion im Sinne
einer Elimination bilden kann (Richard, 1991). Schliel3lich gibt es eine Anzahl Enzyme,
die neben einem Hauptprodukt, zahlreiche Nebenprodukte bilden kdnnen, wie die (+)-
Bornyldiphosphatsynthase, die mindestens sieben verschiedene Produkte produziert
(Wise und Mitarbeiter, 1998). Viele Enzyme zeigen die Fahigkeit mehr als ein Substrat
umzusetzen, mehr als eine Reaktion zu katalysieren oder mehr als ein Produkt zu
bilden. Diese Enzyme kdnnen als multifunktionell angesehen werden. Verschiedene
funktionelle Rollen fur multifunktionelle Proteine kdnnen entweder durch unabhangige
funktionelle Domanen oder duale Aktivitaten innerhalb eines aktiven Zentrums
entstehen. So zeigt das folgende Beispiel, dass geringe Spezifitat des Enzymes zu
mannigfaltigen Produkten flhrt, die durch die Substratverfigbarkeit begrenzt wird.
Mithilfe von DNA Microarrays wurde eine reifekorrelierte Alkohol Acyl-CoA Transferase
aus Erdbeeren identifiziert (SAAT - strawberry alcohol acyl-CoA transferase). Studien
zeigten nach Klonierung und funktioneller Expression in E. coli, dass SAAT die Bildung
von fliichtigen Estern in Erdbeeren katalysiert (Aharoni und Mitarbeiter, 2000). Die
Esterbildung in Erdbeerfrichten ist somit das Resultat einer Transacylierung von Acyl-
CoAs zu Alkoholen. Durch Vergleich der durch das Enzym gebildeten Produkte und der
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tatsachlich in Erdbeerfrichten vorhandenen Metabolite zeigte sich eine grolde
Diskrepanz. Nur ein kleiner Teil der durch das klonierte Enzym gebildeten Ester |asst
sich auch tatsachlich in der Erdbeerfrucht nachweisen. Beispielsweise zeigte das
heterolog exprimierte Enzym Aktivitdt gegenuber den Substraten Acetyl-CoA, Pentyl-
CoA und mittelkettige Alkohole, z.B. Octanol. Jedoch konnte Octylpentanoat in
Erdbeeren bisher noch nicht identifiziert werden. Die beobachtete Selektivitat des
Enzymes liefert somit nur eine unzureichende Erklarung fur das erhaltene Esterprofil.
Daraus lasst sich folgern, dass die Bildung dieser Ester nicht nur von der
Enzymspezifitat, sondern auch von den zu Verfugung stehenden Substraten abhangt.
Alles in allem ist festzustellen, dass die Vielfalt der in Pflanzen allgemein und in
Erdbeeren im Besonderen gefundenen Verbindungen ein hochkomplexes Netzwerk aus
Genfunktion, abgelesener Menge mRNA, Menge und Spezifitdt der beteiligten Proteine
und Substratverfigbarkeit darstellt, dessen Komplexitat durch Wachstum, Entwicklung
und exogene Faktoren, z. B. Umwelteinflisse, noch erhéht wird (Wang und Zheng,
2001).
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2 Enzyme des Sekundarstoffwechsels

Eine charakteristische Eigenschaft von Pflanzen ist ihre Fahigkeit eine enorme Vielfalt
von niedermolekularen Substanzen, so genannte Sekundarmetabolite zu synthetisieren,
welche auf den ersten Blick keine flir das Uberleben der Pflanze wichtige Funktion
erfullen. Unter Sekundarstoffwechsel werden daher diejenige Biosynthesewege
verstanden, deren Produkte fiir das Uberleben der Pflanzen nicht absolut notwendig
sind, aber flr den Organismus als Ganzes nutzlich sein kdnnen, wie Bllitenfarbstoffe,
Duftstoffe, Festigungselemente und in ganz bestimmten, meist ausdifferenzierten Zellen
vorkommen. Bei der Einteilung, ob eine Verbindung eher dem Primar- oder dem
Sekundarstoffwechsel zuzuordnen ist, ist es wichtig den funktionellen Gesichtspunkt zu
berticksichtigen. Beispielsweise verlauft die Bildung eines Alkaloids biochemisch
gesehen sehr ahnlich der einer Aminosaure. Der Unterschied wird erst evident, wenn
die Funktion der beiden Verbindungen im Stoffwechsel betrachtet wird (Richter, 1996).
Unter funktionellen Gesichtspunkten ist daher die Produktion von pflanzlichen
Aromastoffen dem Sekundarstoffwechsel zuzuordnen.

Trotz der enormen Anzahl der Sekundarmetabolite lassen sich diese aus einigen
wenigen Biosynthesepfaden, wie z.B. Glykolyse, Krebszyklus oder Shikimat-Weg
ableiten. Nur geringe chemische Modifikationen, wie Methylierungen, Hydroxylierungen,
Glycosylierungen u. a. fihren zu einem weiten Spektrum funktionell unterschiedlicher
Substanzen (Wink, 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Enzyme Chalconsynthase, O-Methyltransferase
und Glycosyltransferase aus dem Sekundarstoffwechsel von Erdbeeren hinsichtlich
ihrer Expression und Funktion wahrend der Fruchtreifung untersucht, weshalb diese

Enzyme und ihre Stellung im Sekundarmetabolismus naher vorgestellt werden sollen.

2.1 Chalconsynthasen (CHS)

Chalconsynthasen (CHS) [EC 2.3.1.74] katalysieren die Bildung von Chalconen, den

Vorlaufern der Flavonoide. Sie generieren aus einem Molekul p-Cumarsaure-CoA und
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3 Moleklulen Malonsaure-CoA ein Tetraketid,

ausbildet (Abb. A-7).
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OH SCoA
+ 3 S
10} 0 -3 CoA-SH
= -3CO,
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p-Cumarsaure-CoA Malonsaure-CoA

Abb. A-7:

das unter Ringbildung ein Chalcon
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Chalcon (Naringeninchalcon)

Vorgeschlagenes Reaktionsschema fir die Chalconsynthase-katalysierte Bildung von

Chalcon (hier Naringeninchalcon) aus einem Molekil p-Cumarsaure-CoA und drei
Molekilen Malonsaure-CoA unter Freisetzung von je 3 Molekiilen CoA-SH und CO,. Die

Klammer umschlieBt das postulierte

Intermediat Tetraketid. Das

Intermediat wird

anschlielend zu einem neuen aromatischen Ringsystem gefaltet, wobei ein weiteres
Molekul CoA-SH freigesetzt wird (Tropf und Mitarbeiter, 1995).

CHS gehoren u. a. zusammen mit Stilbensynthase und Acridonsynthase in die Familie

der Polyketidsynthasen (Tropf und Mitarbeiter,

1995). Es wird angenommen, dass die

Kondensationsreaktion ahnlich der der Fettsaurebiosynthese ablauft, jedoch gibt es

signifikante Unterschiede. Beispielsweise nutzen Chalconsynthasen die CoA-Ester

direkt, wahrend bei der Fettsaurebiosynthese Abkdmmlinge von Acylcarrierproteinen die

Substrate fur die Kondensationsreaktionen bereitstellen (Schroder, 1997).

Das funktionelle Enzym ist ein Homodimer mit der Grof3e einer Untereinheit von 40 — 45

kDa. Chalconsynthasen tragen einen Cysteinrest (Cys) in ihrem aktiven Zentrum, der fur

die Katalyse essentiell ist. Der p-Cumarsaurerest wird dabei auf die SH-Gruppe des Cys

ubertragen. Der nun geformte Komplex reagiert mit einem enzymstabilisierten Acetyl-

CoA Carbanion, das aus der Decarboxylierung von Malonsaure-CoA entstanden ist.
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Das Kondensationsprodukt ist ein p-Keto-CoA-Ester, der zur Vereinfachung oft als
Diketid bezeichnet wird. Die darauf folgenden Kondensationen folgen demselben
Prinzip, nachdem der Diketid- (bzw. Triketid-) Rest auf das aktive Cys Ubertragen wurde.
Der Reaktionsmechanismus konnte durch Kristallstrukturanalyse kurzlich aufgeklart
werden (Abb. A-8) wobei die Bedeutung weiterer Aminosauren im
Reaktionsmechanismus herausgestellt wurde (Jez und Mitarbeiter, 2000a; Jez und
Mitarbeiter, 2000b; Ferrer und Mitarbeiter, 1999). Gene, die Chalconsynthasen kodieren
gehoren zu einer Multigenfamilie, wobei die Anzahl der Kopien zwischen den
Pflanzenspezies variiert. Wahrend bei Arabidopsis und Petersilie das CHS-Gen als
Einzelkopie vorliegt, sind bei anderen Pflanzenspezies (Sojabohne, Kichererbse) Gen-
Familien mit 6 —8 Mitgliedern ermittelt worden (Richter, 1996; Wingender und
Mitarbeiter, 1989).

Die Expression der CHS Gene im Fruchtgewebe Kkorreliert mit der Reife und
Farbbildung, wie z.B. in Himbeeren (Kumar und Ellis, 2003), Apfel (Honda und
Mitarbeiter, 2002) Heidelbeeren (Jaakola und Mitarbeiter, 2002), Weintrauben (Goto-
Yamamoto und Mitarbeiter, 2002) und Erdbeeren (Aharoni und O'Connell, 2002;
Manning, 1998) gezeigt wurde.

Das Substrat von CHS p-Cumarsaure-CoA wird im Phenylpropanoid Stoffwechsel
gebildet, der vom Primarstoffwechsel durch das Enzym Phenylalanin-Ammonium-Lyase
(PAL) abzweigt (Abb. A-9). Der Phenylpropanoid Stoffwechsel fuhrt zu zahlreichen

Verbindungen, von welchen einige auf bestimmte Pflanzenspezies beschrankt sind.
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Abb. A-8: Der vorgeschlagene Reaktionsmechanismus von CHS, abgeleitet aus Kristallstrukturen von Luzernen CHS. Die drei umrahmten

Regionen mit 1, 2 und 3 stellen die Addition von Acetat-Einheiten dar, welche aus Malonsaure-CoA wahrend der Elongation der
Polyketid-Intermediate abgeleitet wurden. Cyclisierung und Aromatisierung des enzymgebundenen Tetraketids fihrt zur Bildung von
Chalcon; aus Ferrer und Mitarbeiter (1999).
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Ein wichtiger Zweig der Phenylpropanoide fihrt zu den Flavonoiden, welche Flavonole,
Anthocyane und Tannine beinhalten. Die Funktion von CHS wird dabei als
regulatorischer Scheidepunkt des Substratflusses zwischen Flavonoidbiosynthese und
andere Richtungen des Phenylpropanoid Pfades gesehen. Dieser fihrt zu vielen
verschiedenen phenolischen Verbindungen, wie z. B. Lignin und Phytoalexine (Winkel-
Shirley, 2001; Verhoeyen und Mitarbeiter, 2002). Phenylpropanoiden wird eine Reihe
von wichtigen Funktionen in Pflanzen nachgesagt, von denen bei den Flavonoiden der
UV-Schutz und die Signalwirkung auf potentielle Bestauber belegt wurde (Winkel-
Shirley, 2001).

COOH COOH COCH COOH COOH

COOH COOH
P ; ; Z
_PAL CaH os OMT F5H oMmT
—_— —
OCH; HO " OCH;  HiGO OCHj
OH

Phenylalanin 3 7
Bezoesaure SCoA ) N
Salicylsaure Ferulaséure-CoA Sinapinsaure-CoA
Guaiacyl-Untereinheiten Syringyl-Untereinheiten
im Lignin im Lignin
b
gll-\illzlonsaure CoA Kampferol Pelargonidin-3-Glucosid
OH
\,;?j/‘/
OH O
Naringenin-Chalcon
lCHI
OH
HO o} O FHT
® -
OH O OH O OH
Naringenin Dihydrokampferol Pelargonidin
Abb. A-9: Ausschnitt aus dem Biosyntheseweg der Phenylpropanoide (Richter, 1996; Holton und

Cornish, 1995; Wink, 1999). Die beteiligten Enzyme sind: PAL (Phenylalanin-Ammonium-
Lyase), C4H (Zimtsaure-4-Hydroxylase), C3H (p-Cumarsaure-3-Hydroxylase), OMT (O-
Methyltransferase), F5H (Ferulasdure-5-Hydroxylase), 4CL (p-Cumarsaure:CoA Ligase),
CHS (Chalconsynthase), CHI (Chalcon-Isomerase), FHT (Flavanon 3p-Hydroxylase), FLS
(Flavonolsynthase), DFR (Dihydroflavonol-4-Reduktase), ANS (Anthocyanidinsynthase),
3GT (Anthocyanidin-3-Glucosyltransferase).
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Die Reduktion der CHS Funktion unter Zuhilfenahme der Antisensetechnologie fiihrte zu
Veranderungen in der Pigmentierung von Bluten (Deroles und Mitarbeiter, 1998; Que
und Mitarbeiter, 1998). Es wurde auch eine Reduktion der Blitenoffnung und eine
Veranderung in der Bllutenform beobachtet (Deroles und Mitarbeiter, 1998). Transgene
Gegensinn CHS Pflanzen zeigten eine abnormale Pollenentwicklung in Reis (Zheng und
Mitarbeiter, 2000), erhohte Bildung von Adventivwurzeln in transgenen Walnussen (El
Euch und Mitarbeiter, 1998) und erhohte Tanninmengen in Glutathion-elizitierten
Wurzelkulturen von Lotus corniculatus (Colliver und Mitarbeiter, 1997). Bisher gibt es

jedoch noch keine Berichte Uber CHS Gegensinn Phanotypen von Frichten.

2.2 O-Methyltransferasen (OMT)

S-Adenosyl-L-methionin (SAM) abhangige Methyltransferasen [EC 2.1.1.N] katalysieren
den Transfer einer Methylgruppe von SAM zu einem Akzeptormolekil, wodurch sich das
korrespondierende methylierte Derivat bildet und S-Adenosyl-L-homocystein (SAH)
freigesetzt wird (Abb. A-10). Methyltransferasen, die andere Methyldonatoren
verwenden, wie z.B. verschiedene Formen von Folsdure, sind weitaus seltener
(Fauman und Mitarbeiter, 1999). Die Verknipfung der Methylgruppe kann nach der
Ubertragung am Kohlenstoff, meist aber an Heteroatomen, wie z. B. Stickstoff, Schwefel
und Sauerstoff erfolgen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einer O-Methyltransferase

(OMT), einer Transferase, die die Methylgruppe auf Sauerstoff Ubertragt, gearbeitet.
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Abb. A-10: Reaktionsschema fir O-Methyltransferasen. SAM (S-Adenosyl-L-methionin), SAH (S-
Adenosyl-L-homocystein), R (organischer Rest). Ein Methylrest wird unter Ausbildung des
entsprechenden O-Methylderivates und der Freisetzung von SAH von SAM auf einen
Akzeptor Ubertragen.

Methyltransferasen spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
biologischen Aktivitdt aller Organismen. Allgemein inaktiviert die Methylierung
pflanzlicher Metabolite die Reaktivitdt von Hydroxyl-, Thiol-, Amino- und/oder
Carboxygruppen und andert auf diese Weise die Ldslichkeit, die Flichtigkeit und
gegebenenfalls die intrazellulare = Kompartimentierung. In  Pflanzen  sind
Methyltransferasen bei einer Reihe von Naturstoff-Biosynthesewegen beteiligt. Diese
schlielen Phenylpropanoide, Lignin, Flavonoide, Alkaloide und Phytoalexine ein. Im
Saugerorganismus andererseits spielen Methyltransferasen eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Dbiologischen  Aktivitat von cholinergen und adrenergen
Neurotransmittern, aber auch bei der Biosynthese von verschiedenen anderen
Komponenten, wie z. B. Phosphatidylcholin, verschiedenen Chinonen, biogenen Aminen
und Steroiden. Methyltransferasen sind auch beteiligt bei der Biosynthese einer Reihe
von Polyketiden, wie Aflatoxinen und Antibiotika, welche von Bakterien und Pilzen
produziert werden. Weiterhin ist die Methylierung von Kohlenhydraten bei Bakterien gut
dokumentiert. Sie fuhrt zur ubiquitaren Akkumulation einer Anzahl methylierter Zucker,
wie 2-Methylfucose, 2,4- und 3,4-Dimethylrhamnose, welche zur Stabilitdt der
Mycosidfraktion bei verschieden Bakterien beitragen (Ibrahim und Muzac, 2000).

Nach einem Vorschlag von Ibrahim und Mitarbeiter (1998) sind die pflanzlichen OMTs

hinsichtlich ihrer Substratspezifitdt in vier verschiedene Klassen einzuteilen. Klasse A
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reprasentiert dabei die OMTs, die an der Methylierung von Phenylpropanoiden beteiligt
sind, wie z. B. Kaffeesaure, 5-Hydroxyferulasaure und deren Abkommlinge. OMTs, die
die Methylierung von Flavonoiden katalysieren werden Gruppe B zugeordnet. In Gruppe
C gehoren die Enzyme, die Alkaloide und in Gruppe D die, die aliphatische
Methylakzeptoren, wie z. B. Inositol umsetzen.

Bei den pflanzlichen OMTs nehmen die der Klasse A eine fuhrende Stellung ein, da sie
einerseits am Besten charakterisiert sind und andererseits bei der Biosynthese des
Verholzungsstoffes Lignin eine wichtige Rolle spielen. Lignin ist ein pflanzliches
Biopolymer, das aus den Zimtsaure-Derivaten p-Cumaryl-, Coniferyl- und
Sinapylalkohol, den so genannten Monolignolen biosynthetisiert wird. Es bildet
komplexe dreidimensionale Geruste, deren native Struktur noch nicht beschrieben
werden kann (Richter, 1996). Die Aufgabe der Methyltransferasen besteht darin, die
unterschiedlichen hydroxylierten Zimtsaurederivate zu methylieren und damit
verschiedene Untereinheiten des Lignins zu generieren (Abb. A-11). Die Biosynthese
der Monolignole beginnt mit der Deaminierung von Phenylalanin, gefolgt von
sukzessiven Hydroxylierungsreaktionen und ist damit in den ersten Schritten analog der
Biosynthese der Flavonoide. Zunachst wurde angenommen, dass die Hydroxylierungen
und Methylierungen auf der Stufe der Zimtsaure stattfinden, und dass p-Cumar-, Ferula-
und Sinapinsaure in die entsprechenden Alkohole durch die Abfolge 4-Cumarsaure:CoA
Ligase (4-CL), Reduktase und Dehydrogenase umgewandelt werden. Neuere Studien
zeigen jedoch, dass vornehmlich die entsprechenden Intermediate in die hydroxylierten
und methylierten Derivate transformiert werden (Humphreys und Chapple, 2002;
Boerjan und Mitarbeiter, 2003). So weisen zum Teil die entsprechenden Enzyme
gegenuber den Intermediaten hohere Affinitaten als zu den entsprechenden Sauren auf.

Daher musste der lange fir richtig geglaubte Biosynthesepfad neu gezeichnet werden.
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Abb. A-11: Schema der Ligninbiosynthese (Dixon und Mitarbeiter, 2001). PAL (Phenylalanin-
Ammonium-Lyase), C4H (Zimtsaure-4-hydroxylase), C3H (p-Cumarsaure-3-hydroxylase),
COMT (Kaffeesaure-O-Methyltransferase), CCOMT (Kaffeesaure-CoA-O-
Methyltransferase), CCoA3H (p-Cumarsaure-CoA-3-Hydroxylase), F5H (Ferulasaure-5-
hydroxylase), 4CL (p-Cumarsaure:CoA-Ligase), CCR (Zimtsdure-CoA-Reduktase), CAD
(Zimtalkoholdehydrogenase), POD (Peroxidase).
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Abgesehen von den O-Methyltransferasen, die an der Biosynthese der Ligninmonomere
beteiligt sind, existieren noch weitere, die Funktionen im Sekundarstoffwechsel von
Pflanzen Ubernehmen. So konnten Gang und Mitarbeiter (2002) zwei cDNA Sequenzen
in E. coli funktionell exprimieren, die fur die Methylierung von Chavicol (CVOMT1) bzw.
Chavicol und Eugenol (EOMT1) zustandig sind. Durch ortsgerichtete Mutagenese (,site-
directed mutagensis’) konnten die Autoren eine einzige Aminosaure ausmachen, die fur
die unterschiedliche Substratspezifitat verantwortlich ist. Zwei weitere OMTs, die an der
Produktion fluchtiger Verbindungen beteiligt sind, konnten aus Rosenblattern (Rosa
hybrida) kloniert werden (Lavid und Mitarbeiter, 2002b). Dabei zeigten die beiden
Orcinol-O-Methyltransferasen (OOMT1 und OOMT2) unterschiedliche katalytische
Aktivitaten gegenlUber der unmethylierten m-Diphenolverbindung Orcinol (3,5-
Dihydroxytoluol) und dessen Monomethoxyderivat (Orcinolmonomethylether). Wahrend
OOMT1 eine zweifach hohere Aktivitat gegenuber Orcinol als OOMT2 zeigte, konnte
OOMT2 das monomethylierte Derivat mit 5-fach hoéherer Effektivitat umsetzen als
OOMT1. Auf Proteinebene zeigten beide eine Ahnlichkeit von 96 %. Auch aus reifen
Erdbeerfrichten konnte ein OMT-Gen kloniert werden. Das heterolog exprimierte
Protein zeigte enzymatische Aktivitat gegenlber o-Diphenolverbindungen und 1 (Wein
und Mitarbeiter, 2002). Das aus Erdbeerfriichten aufgereinigte Enzym wies dieselbe
Substratspezifitat wie das rekombinante Enzym auf (Lavid und Mitarbeiter, 2002a).

Nachdem die ersten pflanzliche OMTs kloniert worden waren (Schmitt und Mitarbeiter,
1991; Bugos und Mitarbeiter, 1991) nahm die Zahl der verdffentlichten
Methyltransferase-Sequenzen kontinuierlich zu, da aufgrund von Sequenzvergleichen
konservierte Regionen gefunden werden konnten. Die betrachtliche Diversitat der
akzeptierten Substrate erklart die geringe Ahnlichkeit zwischen den verschiedenen O-,
N-, S- und C-Methyltransferasen (Fauman und Mitarbeiter, 1999). Einzig das
gemeinsame Co-Substrat SAM l&asst auf strukturelle Ubereinstimmungen schlieRen. So
konnten Joshi und Chiang (1998) aus 56 verschiedenen pflanzlichen SAM-abhangigen
Methyltransferasen drei konservierte Regionen ermitteln, die vermutlich als SAM-
bindende Domanen anzusehen sind. Neue Einsicht in den katalytischen Mechanismus
brachte kurzlich die Veroffentlichung Uber die Rontgenstrukturanalyse von pflanzlichen
OMTs (Zubieta und Mitarbeiter, 2002; Zubieta und Mitarbeiter, 2001). Dabei wird die

Hydroxylgruppe des Substrates von einem Histidinrest (His) im aktiven Zentrum des
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Enzyms als Base deprotoniert, wodurch der Transfer der reaktiven Methylgruppe von
SAM of das neugeformte Phenolat-Anion ermoglicht wird (Abb. A-12). Mutationen des
His zu Leucin, Asparagin oder Glutamin fuhrten zu einem Verlust der katalytischen

Aktivitat, was die essentielle Rolle des His fur die Aktivitat untermauert.

Histidin-Rest
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N NH —_
( X HN:(/;)N\H
Coor H,
N _
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Abb. A-12: Schema des Mechanismus von O-Methyltransferasen (OMT). Der Histidinrest im aktiven
Zentrum der OMT deprotoniert die Hydroxylgruppe des Substrates. Dadurch wird der
Angriff des Phenolat-Anions auf die aktivierte Methylgruppe von SAM (S-Adenosyl-L-
methionin) ermoglicht und SAH (S-Adenosyl-L-homocystein) freigesetzt.

Einsicht in die Funktion der Methyltransferasen kann durch Herstellung und Analyse
transgener Pflanzen erhalten werden, die eine reduzierte Menge an den Transkripten
der Transferasen produzieren. Das Einbringen eines Konstruktes mit einer OMT
Sequenz in Sinn bzw. Gegensinn Richtung veranderte in Tabak die
Ligninzusammensetzung (Atanassova und Mitarbeiter, 1995). In Stangeln mit
herabregulierter OMT Transkriptmenge konnte eine merkliche Abnahme von
Syringyleinheiten und das Auftauchen von 5-Hydroxyguajacyleinheiten demonstriert
werden. Transgene Pappeln (Populus tremula x Populus alba) mit herabregulierter

Kaffeesaure OMT-Aktivitat, wurden durch Gen Co-Suppression erhalten. In den 6
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Monate alten transgenen Baumen war der Ligningehalt um 17 % reduziert. Auch hier
veranderte sich die Ligninzusammensetzung, hin zu einem nahezu kompletten Verlust
der Syringyleinheiten und einem merklichen Einbau von 5-Hydroxyguajacyleinheiten
(Jouanin und Mitarbeiter, 2000). Eine Arabidopsis Mutante, deren Kaffeesdure O-
Methyltransferasegen vollstandig ausgeschaltet war, zeigte neben den erwahnten
Veranderungen in der Ligninzusammensetzung, erhohte Gehalte an I6slichen
phenolischen Verbindungen, wie z. B. Sinapoylmalat, 5-Hydroxyferuloylmalat und 5-
Hydroxyferulasaure-D-glucoseester (6a) (Goujon und Mitarbeiter, 2003).

Entsprechende Berichte Uber eine veranderte OMT-Expression in Erdbeeren gibt es

jedoch noch nicht.

2.3 Glycosyltransferasen (GT)

Die groRe Mehrzahl der zuckerubertragenden Enzyme bendtigt aktivierte
Kohlenhydratmolekille als Cosubstrate, wobei die Aktivierung mittels Phosphat,
Lipidphosphat oder Nucleotidphosphat erfolgen kann (Charnock und Mitarbeiter, 2001).
Die  NDP(Nucloetiddiphosphat)-Glycosyltransferasen [EC  2.4.N.N] (NDP-GT)
reprasentieren dabei eine Familie von Enzymen, die die Ubertragung eines
Zuckerrestes, aktiviert als Nucleotidphosphat, auf ein anderes Molekll (Aglykon)
katalysieren. Der Nucleotidzucker ist sehr haufig Uridindiphosphat Glucuronsaure (UDP-
GlcA), Galactose (UDP-Gal), Glucose (UDP-Glc, UDPG) oder Xylose (UDP-Xyl). Das
Akzeptormolekul kann ein Protein (Glycoprotein), ein Lipid (Glycolipid) oder ein Zucker
(Oligo-, Polysaccharid) sein (Paulson und Colley, 1989). Es werden jedoch auch kleine,
hydrophobe Molekule glycosyliert (Abb. A-13).

Die am besten charakterisierten Enzyme der Uridinphosphat-Glycosyltransferase
Familie sind die UDP-Glucuronosyltransferasen (EC 2.4.1.17) der Saugerzellen, welche
einen Glucuronsaurerest auf ein kleines, hydrophobes Molekil Ubertragen. Sie sind im
Endoplasmatischen Retikulum gebundene Enzyme, die die Glucuronidierung von
zahllosen endogenen Substraten katalysieren, einschliellich Bilirubin, Gallensauren,

Steroiden, Thyroxin, biogenen Aminen und fettléslichen Vitaminen. Zusatzlich fungieren
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sie als Phase IlI-Enzyme bei der Konjugation von Fremdstoffen, einschlieRlich
hydroxylierter  polycyclischer  aromatischer  Kohlenwasserstoffe, = Heterocyclen,
Karzinogenen, Pflanzenmetaboliten und vielen Medikamenten mit Glucuronsaure. Sie
sind in der Membran mittels eines C-terminalen ,Halt’-Signals verankert (Mackenzie und
Mitarbeiter, 1997).

OH
LA i
OH (0] (I) HN)E
] O=P-0O°
| HN ! 0~ °N
UDPG 0=P-0 Py | _Q UDP
o O~ N O—IID—O o
B O
O OH OH
OH OH
R-OH UDP-GIucosyItransferase= R-0-Gle
Abb. A-13: Allgemeines Schema der Ubertragung eines Zuckerrestes (hier: D-Glucose) auf ein

Aglykon mittels UDP-Glucosyltransferase. R (beliebiger organischer Rest), UDPG
(Uridindiphosphat-D-Glucose), UDP (Uridindiphosphat).

Bei Pflanzen ist die Glycosylierung ist eine der haufigsten finalen Reaktion bei der
Biosynthese von Sekundarmetaboliten. Glycoside aller grofder Gruppen von sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen, z. B. Phenylpropanoide, Terpene, Alkaloide, Glucosinolate,
cyanogene Glucoside und Steroide konnten identifiziert werden (Vogt, 2000). Dabei
werden durch die Glycosylierung reaktive und fir die Pflanze potentiell toxische
Aglykone in stabile und wenig-reaktive Speicherformen umgewandelt, wodurch ihre
Interaktion mit anderen zellularen Komponenten limitiert wird. Im Allgemeinen reduziert
die kovalente Verknlpfung von Zuckerresten an nucleophile Molekule die
Wahrscheinlichkeit eines Elektronentransfers des unglycosylierten Moleklls zu anderen

Zellbestandteilen, vermindert dadurch deren Reaktivitat und erhoht die Stabilitat der
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Molekule. Die Addition eines Zuckerrestes an ein hydrophobes Molekul erhdht zudem
die Wasserloslichkeit des Gesamtmolekuls. Daher sind die hauptsachlichen Effekte, die
ein Molekul durch Glycosylierung erfahrt: Stabilisierung, Detoxifizierung (reduzierte
Reaktivitat) und Erhdhung der Wasserldslichkeit (Jones und Vogt, 2001).

Glycosyltransferasen, die im pflanzlichen Sekundarmetabolismus eine Rolle spielen
sind, von einigen Ausnahmen abgesehen, |0sliche Enzyme mit einer Molekularmasse
von 45 bis 60 kDa unter in vitro Bedingungen (Vogt und Jones, 2000) und einem
neutralen bis leicht basischen pH-Optimum (Vogt, 2000). Mit der Verfugbarkeit einiger
Glycosyltransferasen aus Maniok (Manihot esculenta) und nach Vergleich mit GTs
weiterer Pflanzen, die vornehmlich in der Flavonoidbiosynthese beteiligt sind,
postulierten Hughes und Hughes (1994) die Existenz einer PSPG-Box (Plant Secondary
Product Glycosyltransferases), deren Konsensussequenz typisch fur GTs ist, die im
Sekundarmetabolismus eine Rolle spielen. Die PSPG-Box ist ahnlich zu einer bereits
friher publizierten Sequenz, die aber auch Saugerzellen-GT wund Vvirale
Glycosyltransferasen beinhaltet (Bairoch, 1991). Die PSPG-Box besteht aus einem
kurzen Abschnitt von etwa 40 Aminosauren in der Nahe des C-Terminus (Abb. A-14).
Mit einer generellen Sequenzahnlichkeit von 60 — 80% ist die Box sehr charakteristisch
und reprasentiert GTs, die in der Produktion von Naturprodukten beteiligt sind. Die Box
besitzt N-terminal ein hochkonserviertes ,WXPQ" Motiv. Die Aminosauresequenz im
Zentrum der Box ,HCGWNS® ist in 95% aller Glucosyltransferasen des pflanzlichen
Sekundarmetabolismus vorhanden. Zusatzlich stellt die Box auch das aktive Zentrum fr
die Bindung des Nucleotiddiphosphat-Zuckers dar (Vogt, 2000). Das Glutamin am C-
terminalen Ende scheint fur Glucosyltransferasen spezifisch zu sein, da durch
ortsgerichtete Mutagenese der Ersatz des Glutamins durch Histidin zu einem
erheblichen Verlust der Glucosyltransferase-Aktivitat fuhrt (Kubo und Mitarbeiter, 2004).

\% \%
N-Terminus - WAPQVEVLAHPAVGCFVTHCGWNSTLESISAGVPMVAWPFFADQ—C-Terminus

Abb. A-14: PSPG-Box  Konsensussequenz  der  Glycosyltransferasen  des  pflanzlichen
Sekundarmetabolismus. Konservierte Aminosauren sind einfach (ldentitdt > 50%) oder
doppelt (Identitat > 80%) unterstrichen. Die N-terminal ,WXPQ" und zentral ,HCGWNS*
hochkonservierten Aminosauren sind jeweils fettgedruckt (Vogt und Jones, 2000)
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Zwei groRe Klassen von  Glycosyltransferasen  werden  unterschieden:
Glycosyltransferasen, bei denen die Konfiguration am anomeren C-Atom des Zuckers
nach Konjugation mit dem Aglycon erhalten bleibt (Retention), und invertierende
Glycosyltransferasen, bei denen sich durch den Transfer die Konfiguration an C1 des
Zuckers umdreht. Eine konservierte Doméane der invertierenden Glycosyltransferasen ist
verantwortlich fur die Erkennung des Pyrimidin Nukleotids, der Bestandteil des UDP
Anteils des Donor Zucker-Nukleotids ist. Diese Domane wird NRD1p (Nucleotide
Recognition Domain 1B) genannt, da die Art des Nukleotids die einzige gemeinsame
Struktur ist. NRD1a bezeichnet die GTs mit Retention am anomeren C-Atom des
Zuckers und NRD2 enthalt eine konservierte Domane von membrangebundenen
Glycosyltransferasen. Die NRD1pB Glycosyltransferasen kénnen basierend auf dem Grad
ihrer Sequenzahnlichkeit wiederum in funf Klassen eingeteilt werden. Pflanzliche
Glycosyltransferasen bilden dabei Klasse IV und benutzen a-verknupfte UDP-Zucker
um die entsprechenden p-glykosidischen Produkte zu bilden (Kapitonov und Yu, 1999;
Charnock und Mitarbeiter, 2001).

Der Mechanismus der Katalyse konnte flr einige bakterielle GTs und Sauger-GTs
mittels Kristallstrukturanalyse ermittelt werden (Unligil und Rini, 2000). Fir pflanzliche
GTs existieren einige Modelle, nach denen eine allgemeine Base ein Proton des
entsprechenden Aglykons abstrahiert, und der entstehende Alkoholat-Rest auf den
Zucker Ubertragen wird, unter Umkehrung der Konfiguration am anomeren C-Atom
ahnlich eines Sy2-Mechanismus (Abb. A-15; Davies und Mitarbeiter, 2001). Das
zweiwertige Metallkation scheint nicht essentiell fur die katalytische Aktivitat zu sein,
obwohl geringe Konzentrationen an Ca?* und Mg®* die Aktivitdt einiger partiell
aufgereinigter Glycosyltransferasen erhohen konnten (Cheng und Mitarbeiter, 1994;
Stich und Mitarbeiter, 1997). Kristallstrukturen von pflanzlichen Glycosyltransferasen

wurden bislang noch nicht aufgeklart.
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Allgemeine Base

Abb. A-15: Vorgeschlagener Mechanismus der invertierenden Glycosyltransferasen (Davies und
Mitarbeiter, 2001)

Nach einem von Mackenzie und Mitarbeiter (1997) entwickelten Nomenklatursystem fur
UDP-Glycosyltransferasen, das auf divergenter Evolution basiert, sollen Enzyme, die die
charakteristische ,Signatur Sequenz’ tragen, auf folgende Art benannt werden: fur die
Benennung jedes Genes wird empfohlen das Symbol ,UGT (Ugt fur Maus und
Drosophila) fir UDP Glycosyltransferase zu verwenden, gefolgt von einer arabischen
Zahl, die die Familie reprasentiert, einen Buchstaben, der die Subfamilie bezeichnet und
wieder einer arabischen Zahl, die das einzelne Gen benennt. Beispielsweise erhalt so
die Anthocyanidine und Flavonole umsetzende Glycosyltransferase mit der GenBank®
Accession Number D85186 aus Gentiana triflora die Bezeichnung ,UGT78B1’.

Ein davon unabhangiges Klassifizierungssystem benutzt Ahnlichkeiten der
Aminosauresequenz der GTs und bezieht alle NDP-Zucker Hexosyltransferasen ein
(Coutinho und Mitarbeiter, 2003; Campbell und Mitarbeiter, 1997). Die Einteilung erfolgt
hier nach Faltung, Superfamilie (Klan), Familie und Subfamilie. Aus den bisher
publizierten 3-D Strukturen von GTs wurden zwei verschiedene Topologien in Faltung
GT-A und GT-B unterteilt.

Innerhalb der Superfamilie wird hier nach invertierenden und retentierenden
Glycosyltransferasen unterschieden, wonach die Einteilung in Familien (bezeichnet mit
GT1 bis GT65) erfolgt. In den Subfamilien schliellich werden einzelne Enzyme
zugeordnet. Alle der im pflanzlichen Sekundarmetabolismus beteiligten und von den

Autoren eingeordneten Glycosyltransferasen werden in diesem System der Familie GT1
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zugeordnet, also der Faltung GT-B und dem Klan der invertierenden
Glycosyltransferasen. Far die bearbeiteten Glycosyltransferasen aus
Fragaria x ananassa wird das System von Mackenzie und Mitarbeiter (1987) verwendet.
Von den Glycosyltransferasen des pflanzlichen Sekundarmetabolismus sind diejenigen,
die an der Biosynthese der Flavonoide beteiligt sind, am besten charakterisiert. Als
Beispiel seien hier zwei Flavonoid Glucosyltransferasen aus Petunia hybrida angefuhrt
(Yamazaki und Mitarbeiter, 2002). Die cDNAs, die fur eine 3-O-Glucosyltransferase (3-
GT) und eine 5-O-Glucosyltransferase (5-GT) kodieren wurden aus P. hybrida isoliert
und die rekombinanten Proteine in Hefe exprimiert. Die 3-GT kann nicht nur
Anthocyanidine, sondern auch Flavonole in die entsprechenden 3-O-Glucoside
umwandeln, wahrend die 5-GT eine strikte Substratspezifitat fur Anthocyanidin-3-
acylrutinoside zeigt. Die mMRNA Gehalte fur beide GTs steigen wahrend der frihen
Entwicklung der Blite an und erreichen ein Maximum kurz vor Offnung der Bliiten.

Auch eine Vitis vinifera UDP-Glucose:Flavonoid 3-O-Glucosyltransferase (UFGT)
katalysiert sowohl die Bildung von Flavonol 3-O-Glucosiden als auch von Anthocyanidin
3-O-Glucosiden, wobei Cyanidin mit der 48-fachen Geschwindigkeit umgesetzt wird wie
Quercetin (Ford und Mitarbeiter, 1998). Teile der cDNA wurden benutzt um die
entwicklungsabhangige Expression der UFGT zu verfolgen (Boss und Mitarbeiter,
1996). Dabei zeigte UFGT ein reifekorreliertes, aber von den anderen Transkripten des
Anthocyan-Pfades, wie PAL, CHS, CHI, F3H und DFR, unabhangiges Bild. Die
Transkripte von UFGT waren nur in der Beerenhaut nachweisbar und wurden erst ca.
10 Wochen nach der Blute detektiert, wahrend Transkripte der anderen beteiligten
Enzyme bereits im Blutenstadium gefunden wurden.

Eine Arbutin Synthase aus Rauvolfia serpentina zeigte enzymatische Aktivitat
gegenuber 45 naturlichen Substraten und Xenobiotika (Hefner und Mitarbeiter, 2002).
Damit ist das Enzym, das zur Klasse der NRD1p Glycosyltransferasen zahlt, in der Lage
nicht nur endogene Substrate zu glucosylieren, sondern auch vorhandene Fremdstoffe.
Die Transferase zeigt damit die breiteste Substratakzeptanz aller bisher bekannten GTs.
Durch die Glycosylierung von Alkoholen entstehen O-Glycoside, chemisch gesehen
Vollacetale. Es ist aber auch von Glycosyltransferasen berichtet worden, die
Carboxygruppen glycosylieren. So katalysiert eine UDP-Glucose:Sinapinsaure

Glucosyltransferase die Glucosylierung von Sinapinsdure an der Carboxygruppe
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(Milkowski und Mitarbeiter, 2000). Solche Glucose-Ester werden aufgrund des hohen
Gruppenubertragungspotentials als Zwischenstufen bei der Biosynthese weiterer
Sekundarmetabolite gesehen (Mock und Strack, 1993). So ist der Zimtsaure-B-D-
glucoseester (2b, 1-O-trans-Zimtsaure-B-D-glucopyranose) als Substrat fur eine 1-O-

trans-Zimtsaure-p-D-glucopyranose:Alkohol Zimtsauretransferase in der
Kapstachelbeere (Physalis peruviana) nachgewiesen worden (Latza und Berger, 1997).
Dieses Enzym bildet aus 2b den entsprechen Methyl-, Ethyl- und 1-Propylester der
Zimtsaure. Diese wurden auch bereits in Erdbeeren detektiert (Silva und Neves, 1999;
Schreier, 1980). Ein entsprechendes Enzym jedoch, das die Bildung von 2a bzw. 2b aus
Zimtsaure und UDP-Glucose katalysiert wurde bis dato in Erdbeeren noch nicht
gefunden. Weiterhin kann Sinapinsaure-p-D-glucoseester als Substrat fur die Bildung
von Sinapinsaurecholin und Sinapinsauremalat dienen (Milkowski und Mitarbeiter,
2004), welche als UV-Schutz-Sustanzen in Arabidopsis nachgewiesen wurden (Booij-
James und Mitarbeiter, 2000).

Kirzlich ist die Konsensussequenz fur Glycosyltransferasen benutzt worden, um eine
genomische Datenbank von Arabidopsis thaliana zu durchmustern und die Anzahl der
vermuteten Glycosyltransferasen in einer einzelnen Pflanzenspezies festzustellen (Li
und Mitarbeiter, 2001). Eine Multigenfamilie mit 107 Sequenzen wurde entdeckt.
Neunzig dieser Sequenzen wurden als rekombinante Proteine in E. coli exprimiert, um
ihre in vitro Aktivitat festzustellen. Unter Verwendung von Benzoesaure und ihrer
verschiedenen Derivate wurden 14 Enzyme identifiziert, die katalytische Aktivitat
gegenuber einem oder mehreren Substraten aufwiesen (Lim und Mitarbeiter, 2002).
Weiterhin wurden Enzyme charakterisiert, die (Hydroxy)Zimtsauren sowohl an der
Hydroxy-, als auch der Carboxygruppe glucosylierten (Lim und Mitarbeiter, 2001), als
auch solche die Indolessigsaure (Jackson und Mitarbeiter, 2001) an der Carboxygruppe
und Kaffeesaure an der 3-Hydroxygruppe derivatisierten (Lim und Mitarbeiter, 2003).
Durch Herabregulierung der Menge und Aktivitat der Glycosyltransferasen ist es mdglich
Einsicht in die Funktion der Genprodukte zu erlangen. In Petunien (Petunia hybrida)
verursachte die Herabregulierung einer Rhamnosyltransferase bei einigen Bluten eine
veranderte Pigmentierung und eine Verschiebung der Anthocyane von Petunidin zu
einer Mischung von Petunidin und Delphinidin (Kroon und Mitarbeiter, 1994). Die

Ausschaltung einer UDP-Glucuronosyltransferase aus Erbsen (Pisum sativum), mit
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unbekanntem Akzeptor verursachte in transgenen Erbsen und Luzernen verzogertes
Wachstum und Entwicklung, sowie die verminderte Ausbildung haariger Wurzeln (Woo
und Mitarbeiter, 1999). In transgenen Tabak (Nicotiana tabacum) bewirkte die
Unterdrickung der UDP-Glucose:Phenylpropanoid Glucosyltransferasen (TOGT),
welche spezifisch fir Hydroxyzimtsauren und Scopoletin sind, eine Schwachung der
Resistenz gegenuber dem Tabak Mosaik Virus und fuhrte zu einer Anhaufung reaktiver
Sauerstoffspezies (Fraissinet-Tachet und Mitarbeiter, 1998; Chong und Mitarbeiter,
2002). Weiterhin berichteten die Autoren davon, dass durch die Herabregulierung nicht
nur das direkte Produkt der GT, namlich Scopolin, in geringerer Menge detektiert wurde,
sondern auch der Vorlaufer Scopoletin in vermindertem Ausmal} gebildet wird. Andere
phenolische Verbindungen, die durch die entsprechende Enzymaktivitat umgesetzt
werden, waren in ihrer Menge nicht beeinflusst, wie z. B. Salicylsaureglucosid und —
glucoseester, Chlorogensaure, Ferulasdure- und p-Cumarsaure-D-glucoseester. In
Blattern von Roter Bete (Beta vulgaris) verursachte die vorlibergehende Expression
eines BvGT (Beta vulgaris Glucosyltransferase) Konstruktes die Reduktion von BvGT
Transkripten durch Cosuppression und der Betanin-Menge, weshalb dieser GT eine
Rolle in der Glucosylierung von Betacyanin zugesprochen wird (Sepulveda-Jimenez und
Mitarbeiter, 2005).
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3 Problemstellungen

Ziel dieser Arbeit war es, neue Erkenntnisse zur Expression und Funktion von
reifekorrelierten Enzymen des Sekundarstoffwechsels von Erdbeeren zu gewinnen. Im
Mittelpunkt standen dabei die Enzyme Chalconsynthase (CHS), O-Methyltransferase
(OMT) und Glycosyltransferase (GT).

Wie fur die Chalconsynthase in Kap. A 2.1 dargelegt, gibt es bislang noch keine
Berichte Uber CHS Gegensinn Phanotypen in Fruchten. Von unseren
Kooperationspartnern, dem Plant Research International, Wageningen, Niederlande
wurden Erdbeerpflanzen bereitgestellt, die mit CHS Gegensinn-Konstrukten
transformiert worden waren. Im Rahmen dieser Studie sollten nun mittels instrumentell-
analytischer Methoden diejenigen pflanzlichen Sekundarmetabolite bestimmt werden,

deren Gehalte durch die Herabregulation der CHS verandert waren.

Aufbauend auf den Ergebnissen von Wein und Mitarbeiter (2002), die eine
multifunktionelle O-Methyltransferase (OMT) aus Erdbeeren kloniert hatten, wurden die
OMT-Transkripte und die Furanone 1 und l1a wahrend der Fruchtreifung quantifiziert.
Des Weiteren wurden Erdbeerpflanzen mit Sinn- und Gegensinnkonstrukten der OMT
hergestellt und die gebildeten Frichte detailliert untersucht. Hierbei sind sowohl die
OMT-Transkriptmengen als auch die Substrate und Produkte der OMT bestimmt

worden.

Den Schwerpunkt der durchgefuhrten Studien bildeten die Glycosyltransferasen. Aus
einer Vielzahl von Arbeiten ist die Anwesenheit von glycosidisch gebundenen
Sekundarmetaboliten in der Erdbeerfrucht bekannt. So sind Glucoseester von
Benzoesaure, Zimtsdure und deren Derivate (Schuster und Herrmann, 1985),
glycosidisch gebundene niedermolekulare Verbindungen (Wintoch und Mitarbeiter,
1991; Groyne und Mitarbeiter, 1999), Flavonolglycoside (Hakkinen und Auriola, 1998),
Anthocyane (Nyman und Kumpulainen, 2001), sowie 1-O-trans-Zimtsaure-p-D-

glucopyranose (2b) (Latza und Mitarbeiter, 1996) nachgewiesen worden. Bisher wurde
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jedoch nur eine Glycosyltransferase aus Erdbeeren aufgereinigt, die den Autoren
zufolge Spezifitat fur die 7-Hydroxygruppe von Quercetin zeigt (Cheng und Mitarbeiter,
1994). Aufgrund der Vielzahl der Glycoside in Erdbeeren mussen jedoch weitere
Glycosyltransferasen existieren. Basierend auf Arbeiten von Aharoni und Mitarbeiter
(2000) und Aharoni und O'Connell (2002) wurden durch zuféalliges Sequenzieren
verschiedener cDNAs aus reifen Erdbeerfrichten mehrere  mutmalliche
Glycosyltransferase Gene identifiziert. Es galt nun die entsprechenden Volllangen
cDNAs zu klonieren, die Gene in einen Wirtsorganismus zu transferieren, die Proteine
heterolog zu exprimieren und die Funktion der Enzyme zu charakterisieren. Weiterhin
sollte fUr eine charakteristische GT deren Bedeutung flir den Sekundarstoffwechsel in
transgenen Erdbeerpflanzen, die jeweils Sinn- als auch Gegensinn Konstrukte des Gens

enthielten, nachgewiesen werden.
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B Ergebnisse und Diskussion

1 Untersuchungen eines CHS Gegensinn Phanotyps hinsichtlich der
Sekundarmetabolite

1.1 Vorarbeiten der Kooperationspartner

Mehrere partielle cDNA Klone (PRI Klone C78, G110, G157 und G137) mit Ahnlichkeit
zu Chalconsynthasen wurden in einer cDNA Bibliothek von reifen Erdbeerfrichten
identifiziert (Aharoni und O'Connell, 2002). Eine CHS von Rosa hybrida (gi: 29420432,
90% ldentitat) und CHS6 von Rubus idaeus (gi: 22086371; 88% ldentitat) wiesen die
hdchste Homologie auf. Auf Aminosaureebene waren die Sequenzen mit denen von
Rosa hybrida (BAC66467) und Rubus ideaus (AAM90652) zu jeweils 96% identisch.

Octaploide Erdbeeren (Fragaria x ananassa cv. Calypso) sind mit einem Gegensinn
Konstrukt der CHS unter Kontrolle des CaMV 35S Promoters und des Tnos Terminators
transformiert worden. Eine Southern Blot Analyse, die mit ausgewahlten
kanamycinresistenten Linien durchgefuhrt wurde zeigte, dass in den transgenen Linien
1, 4, 12, 17, 18 und 20 jeweils 3, 1, 4, 4, 3 und 3 Kopien der AS CHS (antisense
(Gegensinn) Chalconsynthase) in das Genom integriert worden waren. Um
festzustellen, ob auf Transkriptionsebene das Niveau an CHS-mRNA verandert war,
wurde eine Northern-Blot Analyse durchgefuhrt. Diese zeigte fur 8 von 20 Linien (Nr. 1,
2,10, 11, 16, 17, 18, 19 und 20) eine Reduktion der CHS Transkripte um mehr als 60%
verglichen mit Kontrollen. Die Pigmentierung in den Frachten wurde jedoch nur
beeinflusst, wenn das CHS Expressionsniveau auf weniger als 25% fiel. Reife Frichte
mit pinker Farbe wurden bei den Linien Nr. 17 und 20 erhalten. In diesen Frichten
blieben nur etwa 4%, bzw. 2% der CHS mRNA erhalten, verglichen mit Kontrollfrichten.
Die Fruchte der Linie 18 zeigten einen chimaren Phanotyp, mit einem CHS mRNA
Niveau von 21% im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. B-1). Der Effekt auf die
Pigmentierung war bei allen Frichten der jeweiligen Pflanze sichtbar. In Linie 17
verschwand der Effekt der CHS Gegensinn Hemmung nach einem Jahr. In Linie 20 ist

der Phanotyp bereits Uber eine Periode von vier Jahren stabil.
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Die Reduktion der CHS mRNA Menge in Linie 20 resultierte in einer ungefahren
Halbierung des Kampferolgehaltes, dem Hauptflavonol in Erdbeerfrichten. Die
Anthocyane waren durch die Reduktion der CHS Transkripte starker betroffen. Der

verbleibende Anthocyangehalt der stabilen Linie 20 konnte zu 8% in Vergleich zu

Kontrollen bestimmt werden. Die pinke Farbe ist ein Indiz fir die CHS Restaktivitat (Abb.
B-1).

Abb. B-1: Reife Frichte von CHS Gegensinn Frichten der Linie 18 (A) und 20 (B), im Vergleich mit
Kontrollfriichten (C).

In weitergehenden Arbeiten sollte nun untersucht werden, inwieweit sich die
Herabregulierung der CHS mRNA der transgenen Linie 20 auf weitere Metabolite des

Phenylpropanoidstoffwechsels auswirkte.

1.2 Vergleichende Analyse der CHS AS Linie 20 und von Kontrollfrichten

Zur Untersuchung des unpolaren, fluchtigen und glycosidisch gebundenen,
nichtflichtigen Anteils wurden Kontrollfrichte und Erdbeeren der transgenen Linie 20
einer Festphasenextraktion an XAD® unterworfen (Abb. B-2). Die jeweiligen Extrakte
sind instrumentell-analytisch mittels GC-MS und LC-UV-ESI-MS" untersucht worden.
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Abb. B-2: Aufarbeitungsschema fir flichtige und glycosidisch gebundene Verbindungen in der
Erdbeerfrucht.

1.2.1 Untersuchung der glycosidisch gebundenen Formen mittels LC-UV-ESI-MS"

In eigenen Experimenten (Kap. B 3) und von anderen Gruppen (Hakkinen und
Mitarbeiter, 1999; Kosar und Mitarbeiter, 2004; Maatta-Riihinen und Mitarbeiter, 2004)
konnte gezeigt werden, dass der groldte Anteil der phenolischen Sauren in
Erdbeerfrichten als Konjugate vorliegen, und nur ein geringer Teil als freie Saure. So
erschien es als wahrscheinlich, dass sich Veranderungen der Gehalte an phenolischen
Sauren auch auf die Gehalte der Konjugate auswirken. Es wurden deshalb die
Glucoseester der Zimtsaure (2a), p-Cumarsaure (3a), Kaffeesaure (4a), Ferulasaure
(5a) und p-Hydroxybenzoesaure (9a) in Gegensinn- und Kontrollfrichten mittels LC-UV-
ESI-MS" quantifiziert. Neben einem signifikant (p < 0,5) erniedrigten Gehalt an 2a ist
auch eine leichte Zunahme der Konzentration von 3a, 4a und 5a in den
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Gegensinnfriichten festgestellt worden (Abb. B-3). Die Menge an 9a war in den

transgenen Frichten leicht erniedrigt.
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Abb. B-3: Quantifizierung von Zimtsaure-D-glucoseester (2a), p-Cumarsaure-D-glucoseester (3a),
Kaffeesaure-D-glucoseester (4a), Ferulasaure-D-glucoseester (5a) und
p-Hydroxybenzoesaure-D-glucoseester (9a) in Kontroll- [0] und CHS Gegensinn [m]
Fruchten. FW = Frischgewicht.

1.2.2 Untersuchung der flichtigen Verbindungen mittels GC-MS

Die GC-MS Analyse des Diethyletherextraktes zeigte, das die Konzentrationen einer
Anzahl von flichtigen Verbindungen in den transgenen Frichten im Vergleich zu den
Kontrollfriichten nicht signifikant verandert waren (Abb. B-4). Jedoch wurden signifikant
niedrigere Gehalte an Zimtsaure (2) und Methylnicotinat, sowie hohere Level von
p-Cumarylalkohol (3c), Benzoesaure (8) und p-Hydroxybenzaldehyd in den Frichten
der transgenen Linie 20 im Vergleich zu den Kontrollen detektiert. Eine Verbindung war
in etwa zehnfach hoéherer Konzentration in den transgenen Frichten im Vergleich zu

den Kontrollen vorhanden. Auf Grundlage des Fragmentierungsmusters im

1
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Massenspektrum wurde die Verbindung als p-Cumaryl-1-acetat (10) angenommen.
Nach Synthese der Referenzverbindung und Vergleich der chromatographischen und

massenspektrometrischen Daten mit der unbekannten Verbindung konnte die Struktur
bestatigt werden (Abb. B-5).
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Abb. B-4: Vergleichende Quantifizierung von fliichtigen Verbindungen von CHS Gegensinn [=] und

Kontrollfrichten [0]. 1 (4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon), la (4-Methoxy-2,5-
dimethyl-3(2H)-furanon), 3c (p-Cumarylalkohol), 10 (p-Cumaryl-1-acetat), 2 (Zimtsaure), 8
(Benzoesaure), 9b (p-Hydroxybenzaldehyd). FW = Frischgewicht.
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Abb. B-5: Elektronensto3-Massenspektren der unbekannten Verbindung (A) und der synthetisierten
Referenzverbindung p-Cumaryl-1-acetat (10) (B)

1.3 Zusammenfassung und Diskussion

Die Charakterisierung der Sekundarmetabolite der stabilen transgenen Linie Nr. 20
zeigte, dass zusammen mit der verminderten Produktion der Flavonoide eine

Akkumulation der Metabolite des Phenylpropanoidstoffwechsels, und hier speziell
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p-Cumarylalkohol (3c) um einen Faktor von 3,6 und p-Cumaryl-1-acetat (10) um einen
Faktor von 10,6 stattfand (Abb. B-4). Beide Komponenten sind vermutlich Prakursoren
der Ligninbiosynthese (Amthor, 2003). Durch Reduktion der CHS-Aktivitat reduziert sich
der Fluss in Richtung der Flavonoide, gleichzeitig erhdhen sich die Gehalte der
Intermediate, die fir den Phenylpropanoidstoffwechsel verfugbar sind (Abb. B-6).
Kulrzlich wurde ein ahnliches Resultat erhalten, bei dem eine Flavanon-3-Hydroxylase
(f3h) in Dianthus caryophyllus herabreguliert wurde (Zuker und Mitarbeiter, 2002). Das
Ergebnis war, dass neben den Bluten, welche erheblich weniger Anthocyane enthielten,
die anti-f3h BlUten signifikant starker dufteten als Kontrollen. Die Analyse der fliichtigen
Verbindungen erbrachte eine flnf- bis siebenfach hohere Menge an Phenylpropanoiden,
Methylbenzoat und 2-Hydroxymethylbenzoat, verglichen mit den Kontrollen.

Bei unseren Experimenten zeigte sich, dass die Mengen an p-Cumarsaure-,
Kaffeesaure- und Ferulasaure-D-glucoseester (3a, 4a und 5a), mdgliche Vorlaufer der
Chlorogensaure, durch die Blockade des CHS Gens ebenfalls erhéht waren. In Mais
(Zea mays) korreliert die Aktivitat einer funktionellen CHS mit Resistenz gegenuber den
Getreideohrwurm (Helicoverpa zea Boddie), wogegen ein Mangel an CHS die Menge an
Chlorogensaure, welche ein Produkt des Phenylpropanoidstoffwechsels darstellt, erhoht
(Szalma und Mitarbeiter, 2002).

In den vorliegenden transgenen Pflanzen war die Konzentration von Zimtsaure (2) und
2a im Vergleich zu den Kontrollen erniedrigt. Moglicherweise induzieren die erhohten
Mengen der Intermediate eine Art Ruckkopplungshemmung der Phenylalanin-
Ammonium-Lyase (PAL), bei gleichzeitig unveranderter Aktivitdt der nachfolgenden
Enzyme (Blount und Mitarbeiter, 2000).

Eine Zimtsaure-CoA Reduktase (CCR) und eine Zimtalkohol Dehydrogenase (CAD) aus
Erdbeeren wurden kurzlich beschrieben (Aharoni und Mitarbeiter, 2002; Blanco-Portales
und Mitarbeiter, 2002). Die entsprechenden Enzyme sind an der Biosynthese von 3c
beteiligt. Die anschlieRende Konjugation des Alkohols mit Acetyl-CoA zu 10 bendtigt die
Aktivitat einer Alkohol Acyl-CoA Transferase. Uber eine solche Transferase aus
Erdbeeren wurde vor kurzem berichtet (Aharoni und Mitarbeiter, 2000), jedoch ohne die
angesprochene Reaktion untersucht zu haben. Das heterolog exprimierte Protein zeigte
aber gegenuber dem aromatischen Alkohol Benzylalkohol und Acetyl-CoA als Acyl-

Donor enzymatische Aktivitat.
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Abb. B-6: Auswirkungen der Herunterregulierung von CHS in der transgenen Linie 20 auf

verschiedene Sekundarmetabolite des Phenylpropanoidstoffwechsels.
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Der signifikant erniedrigte Gehalt an Methylnicotinat in der transgenen Linie 20, welches
ein bekanntes fluchtiges Produkt in wilden Erdbeeren (Fragaria vesca) darstellt
(Zabetakis und Holden, 1997), bleibt unklar, deutet aber auf einen Zusammenhang mit
dem Phenylpropanoidstoffwechsel hin.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass durch die Herabregulierung des CHS
Gens nicht nur Komponenten stromabwarts des Phenylpropanoidpfades beeinflusst
wurden, sondern auch Metabolite und Derivate des unmittelbaren Vorlaufers der
Flavonoide, namlich p-Cumarsaure-CoA (3b). So lasst sich der Mangel an funktioneller
CHS mit einem Anwachsen von p-Cumarylalkohol (3c) und acetyliertem p-
Cumarylalkohol (10) durch eine Umlenkung der Intermediate erklaren, welche

ursprunglich fur die Anthocyan- und Flavonolbiosynthese bestimmt waren.
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2 Multifunktionelle O-Methyltransferase aus Erdbeeren — Expression
und Funktion

Erdbeerfrichte enthalten eine ungewdhnliche Gruppe von Aromastoffen, die eine 2,5-
Dimethyl-3(2H)-furanon Struktur aufweisen. Kurzlich konnte in Vorarbeiten gezeigt
werden, dass eine multifunktionelle O-Methyltransferase (FaOMT) u. a. fur die
Methylierung von 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (1) zustandig ist (Abb. A-5)
(Wein und Mitarbeiter, 2002). In weiterfuhrenden Arbeiten sollte nun die reifekorrelierte
Bildung des Methoxyderivates (1a) aus 1 im Vergleich zu der Transkriptakkumulation
untersucht werden. Weiterhin wurden transgene Sinn- und Gegensinnpflanzen, die das
FaOMT Gen in sinngemaler und umgekehrter Richtung enthielten, hergestellt um die
Auswirkungen einer Hoch- bzw. Herabregulierung von FaOMT zu studieren und damit

die in vivo Funktion zu klaren.

2.1 Korrelationsanalyse FaOMT mRNA zu 2,5-Dimethyl-3(2H)-furanonen

Fir die Untersuchung der reifekorrelierten Bildung von FaOMT Transkripten ist eine
Northern-Analyse, mit einer *P-markierten OMT-Sonde durchgefiihrt worden. Dazu
wurde aus Erdbeeren verschiedener Reifegrade RNA isoliert, elektrophoretisch
aufgetrennt, geblottet, mit der Sonde markiert und nach mehreren Waschschritten
mittels Auflegens eines Rontgenfilms detektiert. Parallel zur Analyse der
Transkriptmengen sind in demselben Erdbeermaterial die Gehalte der Furanon-Derivate
nach XAD Festphasenextraktion bestimmt worden (Abb. B-7).

Ein Vergleich der FaOMT Expression und Bildung von la zeigte, dass FaOMT
Transkripte erst ab der Reifungsstufe der rot werdenden Friichte (T1, Abb. A-3) gebildet
werden. Kurz nach dem Auftauchen von FaOMT mRNA wurde l1la in den Friuchten
gebildet. Dies belegt eindeutig den zeitlichen Zusammenhang zwischen FaOMT
Expression und der Bildung von 1la in reifenden Erdbeeren. Durch in vitro Experimente

konnte weiterhin gezeigt werden, dass FaOMT in der Lage ist 1, aber auch Kaffeesaure
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(4) zu methylieren (Wein und Mitarbeiter, 2002). Die Herab- und Hochregulation der
FaOMT in transgenen Pflanzen sollte nun Aufschluss dartuber geben, ob FaOMT auch

in planta in der Lage ist, 1 zu 1a zu methylieren.
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Abb. B-7: Vergleich der Furanonbildung und FaOMT Expressionsmusters in verschiedenen

Erdbeerfrucht-Reifungsstadien: Griine Frucht (G), Weilke Frucht (W), Rot werdende
Frucht, friihes Stadium (T1), rot werdende Frucht, spates Stadium (T2). Konzentration von
1 (w) und 1a (A) wahrend der Reifung (A). Northern Blot Analyse von Erdbeerfrucht RNA,
hybridisiert mit einer **P-markierten Sonde (B). Gleiche Mengen an RNA wurden in jeder
Spur aufgetragen, wie die Intensitaten der rRNA Banden vor dem Transfer zeigen (C). FW
= Frischgewicht.
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2.2 Auswirkungen der Hoch- und Herabregulierung einer Fragaria x
ananassa O-Methyltransferase (FaOMT) auf Sekundarmetabolite

2.2.1 Herstellung transgener Pflanzen mit veréanderter Expression von FaOMT

Die Volllangen-Sequenz von FaOMT wurde in Sinn (sense) und Gegensinn (antisense)
Richtung unter der Kontrolle des CaMV 35S Promoters in ein Derivat des binaren
Vektors pBinplus (Van Engelen und Mitarbeiter, 1995) ligiert. Die Konstrukte sind in
Fragaria x ananassa cv. Calypso mittels Agrobacterium-(Stamm AGLO)vermittelter
Transformation von Blattscheiben eingebracht worden. Anschliellend erfolgte die
Regeneration der Pflanzen mittels somatischer Embryogenese. Transgene
kanamycinresistente Pflanzen (12 FaOMT antisense (AS) Linien und 11 FaOMT sense
(S) Linien) wurden in das Gewachshaus verbracht. In mehreren transgenen Linien sind
phanotypische Veranderungen beobachtet worden, wie z. B. reduzierter Wuchs (AS2,
AS4, AS11, S8, und S9 (Abb. B-8)), verspatete Blute (S2) und leicht veranderte Farbe
der Fruchte (S1). Die Expression von FaOMT wurde mittels quantitativer Echtzeit PCR
(QRT-PCR) auf Transkriptionsniveau verfolgt.

(A)

Abb. B-8: Blatter (A) und ganze Pflanzen (B) von Kontrollen (CC) und FaOMT S9 transgene
Pflanzen. Die Blatter von FaOMT S9 sind kleiner als die der Kontrollpflanze, welche unter
gleichen Bedingungen aufgezogen wurden; weiterhin zeigt die transgene Pflanze einen
reduzierten Wuchs.



50 B Ergebnisse und Diskussion

2.2.2 Quantitative mRNA Analyse von transgenen Erdbeerpflanzen

Der relativen Gehalte an FaOMT mRNA in roten Fruchten und Blatigewebe von
transgenen Pflanzen und Kontroll-Pflanzen wurden mittels TagMan® QRT-PCR
bestimmt (Tab. B-1 (A) und (B)).

Tab. B-1: Relative Quantifizierung von FaOMT Transkripten in Blattgewebe von Fragaria x
ananassa cv. Calypso Pflanzen, die mit einem Sinn Konstrukt von FaOMT (A) und in
Fruchtgewebe von Pflanzen, die mit einem Gegensinn Konstrukt (B) transformiert wurden,
unter Benutzung der vergleichenden Cr-Methode. Jeder Cr-Wert wurde in drei separaten
QRT-PCR Reaktionen bestimmt. Der Expressionslevel von dbp diente als interne
Kontrolle.

(A)

FaOMT sense dbp FaOMT relativ zu cv.
durchschnittlicher  durchschnittlicher Calypso

Blattgewebe Cr (n=3) Cr (n=3) Blattgewebe

FaOMT S1 21,3840,07 24,45+0,11 4,03

FaOMT S2 22,18+0,06 24,22+0,02 1,97

FaOMT S4 21,69+0,03 25,27+0,03 5,78

FaOMT S8 19,93+0,10 22,99+0,11 4,00

FaOMT S9 16,76+0,41 15,8010,15 0,24

FaOMT S11 20,27+0,04 23,55+0,09 4,66

(B)

FaOMT antisense dbp FaOMT relativ zu cv.
durchschnittlicher  durchschnittlicher Calypso

Fruchtgewebe Cr (n=3) Cr (n=3) Fruchtgewebe

FaOMT AS2 23,731£0,05 22,68+0,04 0,04

FaOMT AS3 19,06+0,18 22,1840,05 0,74

FaOMT AS4 23,03+0,02 21,65+0,17 0,03

FaOMT AS9 20,80+0,06 23,21+0,03 0,45

FaOMT AS11 23,0940,05 23,0340,03 0,08

Funf der sechs FaOMT S-Linien die fir die TagMan®-Analyse ausgewahlt wurden
enthielten hohere Gehalte an FaOMT Transkripten in den Blattgeweben als die
Kontrollen. Eine Sinnpflanze (FaOMT S9) zeigte jedoch ein niedrigeres
Expressionsniveau, und war auch phanotypisch verandert. Die Sensepflanze war kleiner
als die Kontrollen und bildete kleinere Blatter (Abb. B-8). Diese Beobachtung ist
wahrscheinlich auf das bekannte Phanomen der Co-Suppression zurlickzufihren
(Napoli und Mitarbeiter, 1990; Van der Krol und Mitarbeiter, 1990). Funf Pflanzen, die
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mit dem Gegensinn Konstrukt transformiert wurden, enthielten niedrigere Gehalte an
FaOMT Transkripten (Tab. B-1 (B)).

2.2.3 Quantifizierung von Metaboliten in transgenen und Kontroll-Pflanzen

Enzymassays, die mit der rekombinanten FaOMT durchgefihrt wurden zeigten bereits,
dass das Protein in vitro den Methyltransfer von SAM zu 1 und 4 katalysiert (Abb. A-5;
Wein und Mitarbeiter, 2002). Um die nativen Substrate von FaOMT in der Pflanze zu
bestimmen wurden die vermeintlichen Substrate und deren Produkte mittels
Festphasenextraktion aus reifen Erdbeerfrichten der Kontroll- und transgenen Pflanzen
isoliert. Die Konzentrationen von 1 und la sowie von Kaffeesaure-D-glucoseester (4a)
und Ferulasaure-D-glucoseester (5a) sind mittels GC-MS bzw. LC-ESI-UV-MS"
bestimmt worden. Eigene Studien und Untersuchungen anderer Gruppen hatten bereits
gezeigt, dass Zimtsaure und deren hydroxylierte Derivate hauptsachlich als konjugierte
Formen in der Erdbeerfrucht vorkommen (Maatta-Riihinen und Mitarbeiter, 2004)
weshalb 4 und 5 (Ferulasaure) als Glucoseester 4a und 5a quantifiziert wurden. Vanillin
ist ein weiteres Produkt der Methylierungsreaktion von FaOMT. Die mittels GC-MS
detektierten Mengen waren aber zu niedrig um eine einwandfreie Quantifizierung
durchfiihren zu kdénnen.

Wir beobachteten starke Frucht-zu-Frucht und Ernte-zu-Ernte Variabilitat der absoluten
Mengen der Metabolite. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem einer anderen Gruppe
(Watson und Mitarbeiter, 2002). Wenn jedoch die Konzentration an 1 zu der
Konzentration an Furanonen (1 und 1a) in Relation gesetzt wurde, war die Variation
innerhalb der Kontroll-Pflanzengruppe sehr gering (Tab. B-2). Ahnlich verhielt es sich
mit den Konzentrationen an 4a im Verhaltnis zur Summe 4a und 5a. Daher wurden die
normalisierten Werte verglichen. Die Resultate sind in den Abb. B-9 und Abb. B-10
angegeben, wobei Werte nahe 1 das ausschlielliche Vorliegen des jeweiligen Edukts
(1, 4a) anzeigt, wahrend Werte gegen Null auf hohe relative Gehalte der
Methylierungsprodukte (1a, 5a) hindeuten.
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Tab. B-2: Absolute Konzentration von 1 (4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon) und la (4-Methoxy-
2,5-dimethyl-3(2H)-furanon) in Kontrollfriichten von F. x ananassa und das normalisierte
Verhaltnis von 1

1 la

-1
Proben (mgkg")  (mg kg™ 1 (1+1a)
1 3,3 1,9 0,63
2 4,6 1,6 0,73
3 4,6 1,6 0,73
4 49 2,8 0,63
5 7,6 3,4 0,69
6 7,6 6,9 0,52
7 7,9 7,1 0,52
8 10,2 6,2 0,62
9 15,4 3,7 0,81
10 20,2 13,2 0,61
11 29,1 5,7 0,84
12 33,1 13,6 0,71
13 66,3 24.8 0,73
14 69,5 21,3 0,76
15 74,2 35,3 0,68
16 76,6 36,8 0,68
17 85,7 53,5 0,62
18 92,9 52,6 0,64

Vier der elf transgenen Pflanzen produzierten signifikant niedrigere relative Mengen des
methylierten Produktes 1a in ihren Frichten im Vergleich zu den Kontroll-Pflanzen (Abb.
B-9). Das Verhaltnis 1 zu 1a von 68:22 (0,68) in den Kontrollfriichten wuchs auf 99:1
(0,99) in den transgenen Fruchten der Gegensinnpflanzen FaOMT AS4, FaOMT AS11,
FaOMT AS2 und der durch Co-Suppression gehemmten Sinnpflanze FaOMT S9, was
einem nahezu vollstandigen Verlust von 1a gleichkommt. Die normalisierten Mengen an
1 in den Fruchten der anderen transgenen Pflanzen waren nicht signifikant
unterschiedlich von den Kontrollen, und keine der Pflanzen, die ein Sinn Konstrukt

enthielten, zeigte einen erhdhten relativen Gehalt an 1a im Vergleich zu den Kontrollen.
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Abb. B-9: Normalisierte Konzentration von 1 (4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon) und la (4-
Methoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon) ausgedrickt als das Verhdltnis von 1 zu der
Gesamtmenge von 1 und la (1 + 1a) in Kontrollfriichten (CC) und Friichten von Pflanzen,
die mit dem Sinn- (FaOMT S) bzw. Gegensinn- (FaOMT AS)konstrukt transformiert
wurden. Sternchen (*) oberhalb der Saulen deuten auf signifikant (p < 0,01) veranderte
Mengen in Vergleich zu Kontrollen hin. Zum Vergleich sind die Transkriptmengen relativ
zu den Kontrollen angegeben.

Transgene Fruchte, die unbedeutende Mengen an l1la bilden enthielten auch die
geringsten Gehalte an Transkripten (Abb. B-9). Andererseits war in den Pflanzen
FaOMT AS9 und FaOMT AS3 in denen die Transkriptmenge leicht reduziert war (auf 45
bzw. 74% der Menge, die in den Kontrollen detektiert wurde), der Effekt auf das
Furanonverhaltnis nicht detektierbar. Funf der sechs Pflanzen, die ein FaOMT Sinn
Konstrukt enthielten zeigten eine Uberexpression der Transkripte in Blattern, aber diese

Zunahme beeinflusste nicht das Verhaltnis von 1 zu 1a im Fruchtgewebe.
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Abb. B-10: Normalisierte Konzentration von Kaffeesaure-D-glucoseester (4a) und Ferulasaure-D-
glucoseester (5a) ausgedriickt als das Verhaltnis von 4a zu der Gesamtmenge von 4a
und 5a in Kontrollfrichten (CC) und Frichten von Pflanzen, die mit dem Sinn- (FaOMT S)
bzw. Gegensinn- (FaOMT AS)konstrukt transformiert wurden. Sternchen (*) oberhalb der
Saulen deuten auf signifikant (p < 0,01) veranderte Mengen in Vergleich zu Kontrollen hin.
Zum Vergleich sind die Transkriptmengen relativ zu den Kontrollen angegeben.

Das Verhaltnis des FaOMT Substrates Kaffeesaure, ausgedrickt als 4a, zu der
kombinierten Menge der Glucoseester 4a und 5a ist fur die transgenen Frichte in Abb.
B-10 dargestellt. Fur die Analysen wurden Pflanzen mit hoher (FaOMT S1, S8), mittlerer
(FaOMT AS3, AS9) und niedriger (FaOMT AS 11, AS4, S9) Expression von FaOMT
mRNA ausgewahlt. Ahnlich wie bei den Furanonen, enthielten auch transgene Pflanzen
mit stark reduzierten Mengen an FaOMT mRNA (FaOMT AS4, FaOMT AS11 und
FaOMT S9) die niedrigsten relativen Mengen des FaOMT Produktes Ferulasaure
verglichen mit dem Substrat von FaOMT (Kaffeesaure), quantifiziert als Glucoseester.
Jedoch zeigte keine der transgenen Pflanzen, die aufgrund der Reduktion der
Transkripte einen nahezu vollstandigen Verlust von DMMF aufwiesen, diesen
vollstandigen Verlust auch fur 5a. In den Fruchten der Pflanzen FaOMT S1 und FaOMT
S8 wurden héhere nominale Konzentrationen des methylierten Produktes 5a gefunden,
die auf eine Hochregulierung der Genexpression hindeuten, welche auch mittels QRT-

PCR fir die FaOMT Transkripte im Blattgewebe bestatigt werden konnte. Die Mengen
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von FaOMT mRNA korrelierten sehr gut mit den Verhaltnissen der Glucoseester in den

Blattgeweben.

2.3 Zusammenfassung und Diskussion

Kirzlich gelang die Isolierung, Klonierung und heterologe Expression einer
O-Methyltransferase aus reifen Erdbeerfrichten (FaOMT) in E. coli (Wein und
Mitarbeiter, 2002; Lavid und Mitarbeiter, 2002a). Das klonierte Enzym katalysiert die
Methylierung einer Vielzahl von Substraten, die eine ortho-Diphenol Struktur tragen, wie
4, Kaffeesaure-CoA (4b), 3,4-Dihydroxybenzaldehyd und Brenzcatechin (Abb. A-5).
Zusatzlich wird 1 als Substrat akzeptiert, vermutlich wegen des ortho-Dihydroxyfuran
Systems einer seiner tautomeren Grenzstrukturen. Expressionsstudien zeigten, dass
FaOMT in der spaten Reifungsphase der Fruchte gebildet wird, weswegen es mdglich
erscheint, dass FaOMT durch Methylierung von Phenylpropanoiden an der
Lignifizierung der Nusschen und Leitblindel beteiligt ist (Suutarinen und Mitarbeiter,
1998). Ebenso erscheint eine Beteiligung an der Biosynthese von la und Vanillin
wahrscheinlich.

Far die Aufklarung der Funktion von FaOMT in planta wurden transgene Sinn und
Gegensinnpflanzen generiert, die erhohte bzw. erniedrigte Gehalte an FaOMT
Transkripten aufwiesen. Obwohl von jeder Linie etwa 20 Pflanzen in das Gewachshaus
gebracht wurden, konnten nur etwa 5 bis 10 zu voll entwickelten Pflanzen regeneriert
werden. Einige Pflanzen starben, bevor sie Frichte trugen und andere produzierten zu
wenige Frichte. Die verbliebenen Pflanzen wurden mittels quantitativer Echtzeit PCR
(QRT-PCR) auf Veranderungen in der Menge an FaOMT Transkripten gepruft. Wie
erwartet produzierten Pflanzen, die ein Konstrukt mit dem FaOMT Gen in Sinn
Orientierung enthielten eine groRere Anzahl von Transkripten, mit der Ausnahme von
Linie FaOMT S9 (Tab. B-1). Dieser als Co-Suppression bezeichnete Effekt wurde
bereits bei anderen Sinn Transformationen beobachtet (Van der Krol und Mitarbeiter,
1990; Napoli und Mitarbeiter, 1990; Tsai und Mitarbeiter, 1998). Co-Suppression kommt

durch Hybridisierung der im Uberschuss produzierten mRNA mit der DNA-Sequenz des
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entsprechenden endogenen Gens zustande (Matzke und Matzke, 1995). Im Gegensatz
dazu zeigten alle Pflanzen, die mit einem Gegensinn Konstrukt transformiert worden
waren, eine reduzierte Menge an FaOMT mRNA im Vergleich zu Kontrollen (Tab. B-1).
Mittels GC-MS und LC-ESI-UV-MS" wurden Profile der potentiellen FaOMT Substrate
und Produkte erstellt. 1, 1a und Spuren von Vanillin sind in Kontrollfriichten, ebenso wie
4a und 5a detektiert worden (Maatta-Riihinen und Mitarbeiter, 2004). Wegen der starken
von ,Frucht zu Frucht® und von ,Ernte zu Ernte® Variationen der Konzentrationen der
flichtigen Verbindungen wurden die normalisierten Gehalte der Furanone (Tab. B-2)
und Glucoseester berechnet, da hier die biologische Variabilitdt wesentlich geringer war.
Kaffee- und Ferulasdure lagen um den Faktor 10° niedrigeren Konzentrationen in den
Frichten vor als ihre korrespondierenden Glucoseester. Somit konnte davon
ausgegangen werden, dass Kaffee- und Ferulasdure nahezu vollstandig zu den
Glucoseestern metabolisiert werden und die relativen Gehalte dieser Ester diejenigen
der Prakursorsauren widerspiegeln.

Ein Vergleich der Transkriptmengen und Metabolitenverhaltnisse zeigt klar, dass
transgene Pflanzen mit erheblich reduzierten Gehalten an FaOMT mRNA auch die
geringsten relativen Mengen der methylierten Produkte 1a und 5a (Abb. B-9, Abb. B-10)
enthalten. Daher ist FAOMT an beiden Pfaden des Sekundarstoffwechsels beteiligt.
Anderungen in den FaOMT mRNA Mengen beeinflussen aber das Substrat/Produkt-
Verhaltnis der katalysierten Reaktion unterschiedlich. Obwohl die Reduktion von FaOMT
MRNA zu einem nahezu vollstandigen Verlust an 1a fuhrte, war dieser Effekt nicht bei
5a zu beobachten. Die Expression einer zusatzlichen O-Methyltransferase, die selektiv
nur Hydroxyzimtsauren methyliert, oder in einem anderen Zellkompartiment als 1 auftritt,
konnte diese Beobachtung erklaren. In Walderdbeeren (Fragaria vescal.) sind eine
Anzahl von mRNAs charakterisiert worden, die wahrend der Reifung exprimiert werden
(Nam und Mitarbeiter, 1999). Eine dieser kodiert vermutlich flr eine Kaffeesaure-CoA 3-
O-Methyltransferase (CCOMT). Ein Sequenzvergleich zeigte keine hohe Identitat
zwischen FaOMT und CCOMT. Eine weitere Moglichkeit ware der Transport von 5a aus
anderen Teilen der Pflanze in die Frichte, was den basalen Level dieses Esters
erklaren wurde.

Obwonhl die Hochregulation der FaOMT Transkription, bei den Linien FaOMT S1 und

FaOMT S8 zu einer erhdhten relativen Menge an 5a fuhrte, war das normalisierte
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Verhaltnis der Furanone gegenuber den Kontrollen nicht verandert (Abb. B-9, Abb. B-
10). Dieses Resultat ist zunachst Uberraschend, da der Gehalt der Glucoseester
wahrend der Fruchtreifung relativ konstant ist, wahrend die Konzentrationen der
Furanone stark ansteigen (Perez und Mitarbeiter, 1996). Eine mdgliche Erklarung flr
das unbeeinflusste Furanonverhaltnis ware, dass 1 und 5 in verschiedenen
Zellkompartimenten gebildet werden. Jedoch besitzt FaOMT keine bekannte
Signalsequenz. Eine Kompensation von erhohter FaOMT Aktivitat durch starkere
Bildung von 1 ist unwahrscheinlich, da die Linien FaOMT S1 und FaOMT S8 relativ
geringe absolute Mengen an Furanonen enthielten. Eine weitere mogliche Option ware
die Feedback Inhibierung von FaOMT durch 1a. Die wahrscheinlichste Erklarung fur den
unerwarteten Effekt ist aber, dass 4 das bevorzugte Substrat von FaOMT ist. Dadurch
wurden erhdohte Mengen an FaOMT den Ferulasduregehalt starker betreffen, wenn 1
und 4 gleichzeitig als Substrate bereitstehen. Im Gegenzug wird die Bildung von 1la
starker reduziert als die von Ferulasdure, wenn die FaOMT Aktivitat abnimmt und 4
neben 1 als Substrat verfugbar ist.

In den Linien FaOMT AS9 und FaOMT AS3 waren die FaOMT mRNA-Konzentrationen
um 45% bzw. 74% gegenlber den Kontrollen vermindert. Diese Reduktion reicht
offensichtlich nicht aus, um eine signifikante Anderung der relevanten Metabolite

herbeizuflhren.
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3 Glycosyltransferasen des Sekundarstoffwechsels von Erdbeeren —
Expression und Funktion

In Vorarbeiten wurde eine EST-Bibliothek von reifen Erdbeerfrichten erstellt. Dafur sind
aus einer cDNA Bibliothek von Fragaria x ananassa cv. Elsanta 1100 Klone partiell
ansequenziert worden (Aharoni und Mitarbeiter, 2000; Aharoni und O'Connell, 2002).
Beim Durchmustern dieser EST-Bibliothek wurden durch Abgleich der
Sequenzinformationen mit den &ffentlich zugénglichen Datenbanken (BLAST'; Altschul
und Mitarbeiter, 1990; Altschul und Mitarbeiter, 1997) vier Klone identifiziert, die eine
hohe Identitat mit Glycosyltransferasen (GT) zeigten. In weitergehenden Arbeiten sollte
nun versucht werden, diese Volllangenklone in Expressionsvektoren zu integrieren, die
Proteine in geeigneten Expressionswirten funktionell zu exprimieren und das

Substratspektrum der Enzyme zu ermitteln.

3.1 Isolierung und Analyse der GT-Sequenzen

Die vier potentiellen Glycosyltransferase cDNAs wurden mittels Primerwalking in 5’- und
3’-Richtung vollstandig sequenziert und aufgrund der Ergebnisse der Datenbankabfrage
mit Namen versehen (Tab. B-3). FaGT1 (Fragaria x ananassa Glucosyltransferase 1)
zeigte hochste Identitat mit mehreren UDP-Glucose:Flavonoid 3-O-Glucosyltransferasen
aus Vitis vinifera (GenBank® Accession Numbers AF000371, AF000372, AB047090,
ABO047091, AB047093 und AB047097; Identitdt auf Aminosaurelevel 57,9 bis 59,0%).
Die FaGT2-Sequenz ahnelte sehr stark einer Limonoid Glucosyltransferase aus Citrus
unshiu (68,3 % ldentitat; AB033758) einer Brassica napus UDP-glucose:Sinapinsaure
Glucosyltransferase (50,3% Identitat;, AF287143) und mehreren Arabidopsis
Glucosyltransferasen (AB019232, Z97339; Identitat: 49,6 bis 55,0 %). Die
korrespondierenden Enzyme bilden, mit Ausnahme der Limonoid Glucosyltransferase,
Glucoseester ihrer Substrate. FaGT3 zeigte hdochste Identitat zu drei Nicotiana tabacum

Glucosyltransferasen und einer Stevia rebaudiana Glucosyltransferase (AB072918,

! http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/
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AB052558, AB052557, AY345976; Identitat 49,4 bis 49,9%), wobei die N. tabacum GTs
vor allem Cumarine und Flavonoide als Substrate akzeptieren. Da die FaRT1-Sequenz
der einer Petunia hybrida Rhamnosyltransferase (Z25802; 29,5% ldentitat) sehr ahnelte,
wurde sie als Rhamnosyltransferase bezeichnet. Untereinander wiesen die vier
Glycosyltransferasen auf Aminosaureebene eine ldentitat von 19,0 bis 21,9 % auf.
GenBank® Accession Numbers wurden den GTs zugeteilt und die Glycosyltransferasen
in das Nomenklatursystem von Mackenzie und Mitarbeiter (1997) wie in Tab. B-3

angegeben eingegliedert.

Tab. B-3: Interne Nomenklatur, GenBank® Accession Numbers, Nomenklatur nach Mackenzie und
Mitarbeiter (1997) und Gene, die die hochsten Identitdten mit den vier klonierten
Glycosyltransferasen aus Fragaria x ananassa aufweisen

Interne GenBank® Nomenklatur Identitaten
Nomenklatur Nucleotide nach Mackenzie
Accession und Mitarbeiter
Number (1997)
FaGT1 AY663784 UGT78A3 Vitis vinifera UDP-Glucose:Flavonoid 3-O-

Glucosyltransferasen (Ford und Mitarbeiter, 1998)

FaGT2 AY663785 UGT84A6 Limonoid Glucosyltransferase aus Citrus unshiu (Kita
und Mitarbeiter, 2000)
Brassica napus UDP-glucose:Sinapinsaure
Glucosyltransferase (Milkowski und Mitarbeiter, 2000)
Arabidopsis Glucosyltransferasen (Lim und
Mitarbeiter, 2001)

FaGT3 AY663786 UGT71A4 Nicotiana tabacum Cumarin und Flavonoid
Glucosyltransferasen (Taguchi und Mitarbeiter, 2001)
Stevia rebaudiana Glucosyltransferase (Richman und
Mitarbeiter, 2005)

FaRT1 AY663787 UGT91A2 Petunia hybrida Rhamnosyltransferase (Brugliera und
Mitarbeiter, 1994)
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Abb. B-11: Phylogenetischer Baum der vier Glycosyltransferasen aus Fragaria x ananassa mit 42
charakterisierten GTs. Angegeben ist der Familienname, die GenBank® Accession
Number, sowie — wenn vorhanden — die Nomenklatur nach Mackenzie und Mitarbeiter
(1997) und — bei Fragaria — die interne Benennung.
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Durch Darstellung der phylogenetischen Verwandtschaft und Beachtung der Identitaten
der vier Glycosyltransferasen mit 42 bereits charakterisierten GTs (Abb. B-11) lasst sich
eine gewisse Vorhersage bezuglich der vermuteten Substratakzeptanz der Enzyme
treffen. So wird vermutet, dass FaGT1 Aktivitdt gegenlber Flavonoiden zeigt, FaGT2
phenolische Sauren als Substrate akzeptiert und FaGT3 entweder Flavonoide und/oder
Cumarine glycosyliert. SchlieB3lich liegt die Vermutung nahe, dass FaRT1 UDP-
Rhamnose als Zuckersubstrat verwendet. Diese Vorhersagen sind aber immer
fehlerhaft, so dass es notwendig ist, die entsprechenden Proteine heterolog zu
exprimieren und deren Substratspezifitat einzeln zu testen.

Die GrolRe der kodierenden Regionen der jeweiligen GTs und das abgeleitete
Molekulargewicht der entsprechenden Proteine sind in Tab. B-4 angegeben. Die
jeweiligen Aminosauresequenzen mit den PSPG-Boxen und den konservierten
Aminosauren sind in Abb. B-12, Abb. B-13, Abb. B-14 und Abb. B-15 zu erkennen.
FaGT2 ist dahingehend etwas ungewohnlich, da sie zusatzliche Aminosaurereste am
C-Terminus aufweist und dadurch auch etwas groRer ist, als fur Glycosyltransferasen
ublich.

Tab. B-4: Offener Leserahmen (ORF), Anzahl der Aminosauren und errechnetes Molekulargewicht

der klonierten Glycosyltransferasen

Name

FaGT1
FaGT2
FaGT3
FaRT1

ORF [bp] Aminosauren errechnetes Molekulargewicht [kDa]
1401 466 50,455
1668 555 61,387
1437 478 52,795
1437 478 54,270

1
61
121
181
241
301
361
421

MAPVSNQVGG
VLRYSNVSVC
TDAFFWFGVH
MSKVRPQDLP
RFLNVGPLDL
ELMALAEALE
VTHCGWNSVL

HVAVLAFPFS
EVADGVPEGY
MADDMGGVPW
EGIIFGNLES
LEPPASAATT
ASRVPFLWSL
ESVAGGVPLI

THAAPLLNIV
VFVGKPQEDI
VPFWTAGPAS
LFSRMLHQMG
TPQTAAEAVA
RDNLKNRQLD
CRPFFGDQKL

MLLSQDKGTK

MKNKINTLKQ

FAKQAVEPKG

CRLAAAAPST
ELFMKAAPDN
LSAHVHTDLI
QMPPLATAVF
GDGCLSWLDE
EFLSKGKLNG
NARMVEDVWK
SSARNFESLL

LFSFFENTKQS NSSILAGNTS
FRRCLEASVA ESGREVSCLV
RSTTSGGCHD EKETITVIAG
INSFEELDPV I1TNDLKSKFK
QKVASVVYVS FGSVTRPSPE
MVVPWAPQPQ VLAHGSVGAF
IGLRLEGGVF TKNGMLKSLD
EMTTTN

Abb. B-12:

Aminosauresequenz von FaGT1. Hervorgehoben ist die PSPG-Box nach Hughes und

Hughes (1994) mit den hochkonservierten Aminosauren (fett) in der Box.
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NGIAKVEQPK

TAECVGKEMR
IPEMIKKNAE
PFPSESDMFC
QELESEIIEY
FGSVVYLKQE
WSPQEK I LEH

KSNGITDEPK
QGRPVSCLIN
DVQIPSMPLL
MARLCP IKAV
QVDEIAHGLL
PSTACFVTHC

MCRGEAEDRV
VDEVRRISAS
AANGKVEIAE

IPRDEVEKCL
LNSKSSAVGY
LTPINGKVEI

Abb. B-13:

Aminosauresequenz von FaGT2. Hervorgehoben ist die PSPG-Box nach Hughes und
Hughes (1994) mit den hochkonservierten Aminosauren (fett) in der Box.
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LGHFIDQI

Abb. B-14:

Aminosauresequenz von FaGT3. Hervorgehoben ist die PSPG-Box nach Hughes und
Hughes (1994) mit den hochkonservierten Aminosauren (fett) in der Box.
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MSSSSATKRK
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Abb. B-15:

Aminosauresequenz von FaRT1. Hervorgehoben ist die PSPG-Box nach Hughes und
Hughes (1994) mit den hochkonservierten Aminosauren (fett) in der Box.
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3.2 Herstellung rekombinanter Fusionsproteine

Alle vier offenen Leseraster (ORF) wurden nach dem vollstandigen Sequenzieren
in frame in den Expressionsvektor pRSET B (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) kloniert.
Dafur mussten jeweils nach dem Start- und vor dem Stopcodon verschiedene
Schnittstellen flr Restriktionsendonucleasen inseriert werden, um die internen Start-
und Stopsignale zu entfernen. Es waren dies fir FaGT1 (BamHl/Sall), FaGT2
(BamH I/Hind Ill), FaGT3 (BamH I/Xhol) und FaRT1 (BamHI/Sall). Nach einer
Zwischenklonierung in den Arbeitsvektor pGEM T und dem Ausschneiden der
Sequenzen mit den entsprechenden Restriktionsenzymen wurden die kompletten ORF
jeweils in den linearisierten Expressionsvektor pRSET B kloniert. Dieser besitzt am 5'-
terminalen Ende, nach dem Startcodon sechs Histidinreste (HisTag®). Weiter in 3'-
Richtung gelegen schliel3t sich der ORF der entsprechenden Glycosyltransferase an.
Somit wurde gewahrleistet, dass nach der Expression ein Fusionsprotein, bestehend
aus der jeweiligen Glycosyltransferase und dem HisTag® entsteht. Nach Transformation
der entsprechenden Konstrukte in kompetente E. coli BL21(DE3)pLysS-Zellen
(Invitrogen) wurde der Leserahmen der Sequenz uberpruft. E. coli BL21-Zellen eignen
sich besonders gut fur die heterologe Expression, da sie sich aufgrund verminderter
Proteaseaktivitat rekombinante Proteine nur in geringem MalRe abbauen. Die
Expression des Fusionsproteins wurde durch Zugabe von Isopropyl-B-D-thiogalactosid
(IPTG) bei 16-19 °C induziert, nachdem eine Mindestmenge an Zellen herangewachsen
war. Die niedrige Expressionstemperatur war hoheren Temperaturen (30 °C und 37 °C)
vorzuziehen, da dadurch die Menge an aktivem Protein gesteigert werden konnte.
Bedingt durch die langsamere Proteinsynthese lagen gréfere Mengen des Enzyms in
nativer und somit funktionell aktiver Konformation vor (Ford und Mitarbeiter, 1998). Die
Zellen wurden abzentrifugiert, mechanisch aufgeschlossen und der Rohextrakt mittels
Affinitatschromatographie an Talon™ Cobalt-Harz aufgereinigt. Die Reinheit der
Proteine ist durch Auftrennung mittels SDS-PAGE mit anschlieRender Coomassie-
Farbung bzw. Western-Blot Uberpruft worden.

Erste, vorlaufige Untersuchungen der enzymatischen Aktivitdt der vier potentiellen
Glycosyltransferasen bewiesen das Vorliegen von aktivem FaGT2-Protein. Daher wurde

dieses Enzym naher charakterisiert.
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3.3 Biochemische Charakterisierung von FaGT2

3.3.1 Temperaturoptimum, Reaktionszeit, pH-Optimum

Fir die biochemische Charakterisierung von FaGT2 wurde der aufgereinigte
Proteinextrakt mit Substraten umgesetzt, deren korrespondierende Glycoside oder
Glucoseester entweder bereits in Erdbeerfrichten detektiert worden waren, oder die
aufgrund der Ergebnisse des phylogenetischen Baumes und der BLAST-Abfrage ein
positives Ergebnis erwarten lie3en.

Zur Bestimmung der Glucosyltransferaseaktivitdt ist ein Radioaktivitatstest unter
Verwendung von UDP-[6->H]-Glucose (UDPG*) eingesetzt worden. Potentielle Substrate
wurden der gepufferten Proteinlosung zugesetzt und zusammen mit UDPG* inkubiert.
Gebildete radioaktiv markierte Glucoside oder Glucoseester konnten mittels Butanol
extrahiert und durch Szintillationsmessung quantifiziert werden. Vorlaufige Ergebnisse
zeigten, dass Zimtsaure ein gutes Substrat fur FaGT2 darstellt, weswegen diese Saure
zur Ermittlung des Temperaturoptimums der enzymatischen Reaktion verwendet wurde.
Die hochste Produktbildung wurde bei 21 °C erzielt, wogegen bei hoheren und
niedrigeren Temperaturen eine partielle Inaktivierung des Enzymes erfolgte (Abb. B-16).
Weiterhin ist eine Zeitstudie durchgefuhrt worden, um den linearen Bereich der
Produktbildung und damit konstanten Reaktionsgeschwindigkeit zu ermitteln.
Enzymatische Reaktionen verlaufen anfanglich linear, nach einiger Zeit ist jedoch eine
Abnahme der Umsetzungsgeschwindigkeit zu beobachten. Die Produktbildung verlief fur
FaGT2 bis 30 Minuten linear, wonach ein deutliches Abflachen des Graphen zu
erkennen war (Abb. B-17). Daher wurde fir alle folgenden Untersuchungen eine
Inkubationszeit von 30 Minuten gewahlt, um eine ausreichend gro3e Menge an Produkt
bei konstanter Reaktionsgeschwindigkeit zu gewahrleisten. Durch Verwendung

verschiedener Puffersysteme konnte ein pH-Optimum von pH 8,0 ermittelt werden.
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Abb. B-16: Produktbildung nach Inkubation von 40 yM Zimtsdure mit 83 nCi (1,389*10’3 nmol)
UDPG™* pro Ansatz bei einer Inkubationszeit von 30 Minuten.
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Abb. B-17: Produktbildung nach Inkubation von 400 pM Zimtsdure mit 83 nCi (1,389*10° nmol)
UDPG™* pro Ansatz bei einer Inkubationstemperatur von 21 °C

3.3.2 Substrate zur Bestimmung der Substratspezifitat

Zur Bestimmung der Substratspezifitat von FaGT2 ist das rekombinante Enzym bei
optimalen Reaktionsbedingungen mit 35 verschiedenen Verbindungen umgesetzt
worden. Von den getesteten Substraten wurden 15 akzeptiert, einschliellich Benzoe-

und Zimtsaure und deren Derivate (Abb. B-18), wogegen 20 nicht umgesetzt wurden,
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wie verschiedene Flavonoide (Quercetin, Kampferol, Pelargonidin), Alkohole
(Benzylalkohol,  2-Phenylethanol), aliphatische  Sauren (2-Methylbuttersaure,
Hexansaure, Abscisinsaure), aromatische Sauren (Indolessigsaure,
Naphthylessigsaure, o-Cumarsaure, Salicylsdure, 2-Aminobenzoesaure, Gallussaure,
Gentisinsaure, Phenylessigsaure), Phenol und 1. Limonin zeigte nur aullerst geringe
Aktivitat mit FaGT2. Lediglich Verbindungen, die sowohl eine Carboxygruppe als auch
ein aromatisches Ringsystem tragen, wurden von FaGT2 umgesetzt. Substituenten am
Aromaten wurden nur toleriert, wenn sie nicht in ortho-Position stehen. So stellten 3-
und 4-Hydroxy-, sowie 3- und 4-Aminobenzoesaure und p-Cumarsaure gute Substrate
dar, wahrend 2-Hydroxy- und 2-Aminobenzoesaure und o-Cumarsaure nicht glucosyliert
wurden. FaGT2 wies eine strikte Regioselektivitat auf, wie bereits fur andere
Glucosyltransferasen beobachtet wurde (Lim und Mitarbeiter, 2002). Proteinextrakte aus
E. coli, die den leeren pRSET B Vektor enthielten zeigten keine Aktivitat gegentber den
getesteten Substraten. Wenn UDPG oder der Akzeptor weggelassen wurden konnte
keine Produktbildung beobachtet werden. Die Enzymaktivitat lied sich durch 5-minutige
Erhitzung komplett inhibieren.

Zur Identifizierung der Produkte wurde das vermutete Produkt Zimtsaure-p-D-
glucoseester 2b synthetisiert (Plusquellec und Mitarbeiter, 1986). Fur die Synthese ist
Zimtsaurechlorid mit 8-Hydroxychinolin zum Chinolin-8-yl-cinnamat umgesetzt worden.
Nach Abtrennung von Nebenprodukten mittels Saulenchromatographie wurde mit D-
Glucose 2b gebildet (Abb. B-19). Nach Aufreinigung an einer C-18 Saule und
Charakterisierung des Syntheseproduktes mittels 'H- und "*C-NMR sind die mittels LC-
UV-ESI-MS"  ermittelten  chromatographischen und massenspektrometrischen
Charakteristika mit denen des Enzymprodukts verglichen worden. Die Daten waren

identisch.
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UDPG UDP
. 0 OH R,
2 N NoH 0 Rs
FaGT2 Hao o) X
Rs OH R4
R4 0]
Substrat Produkt

R1=H: Benzoesaure

R;=0H: p-Hydroxybenzoesaure
R,=R3=R;=H: Zimtsaure

R,=R4=H, R3;=0OH: p-Cumarsaure
R,=R3;=0H, R,=H: Kaffeesaure
R,=0OMe, R;=0OH, R,=H: Ferulasaure
R,=R,=0OMe, R3;=0H: Sinapinsaure

Benzoesaure-D-glucoseester
p-Hydroxybenzoesaure-D-glucoseester
Zimtsaure-D-glucoseester
p-Cumarsaure-D-glucoseester
Kaffeesaure-D-glucoseester
Ferulasaure-D-glucoseester

Sinapinsaure-D-glucoseester

R,=R3;=0Me: 3,4 Dimethoxyzimtsdure 3,4 Dimethoxyzimtsaure-D-glucoseester

Abb. B-18: Chemische Struktur einiger Substrate und Produkte von FaGT2. FaGT2 kann unter

Verwendung von UDP-aktivierter Glucose Benzoe- und Zimtsdure, sowie deren Derivate
zu den entsprechenden Glucoseestern umsetzen. UDP (Uridindiphosphat), UDPG
(Uridindiphosphatglucose).

Die massenspektrometrische Analyse zeigte, dass 2a bzw. 2b ein Addukt mit
Ameisensaure [M + HCOO] mit m/z 355 bildet, welches im MS? gespalten wird (Abb. B-
20). Produkte sind dabei das Pseudomolekulion [M — H]" von 2a (bzw. 2b) mit m/z 309
und das Anion von Zimtsaure [M — Glucose]” mit m/z 147. Die Fragmentierung des
Pseudomolekiilions in einem MS® Experiment ergab nur das Anion von Zimtséure [M —
Glucose] mit m/z 147. Die Fragmentierungsmuster der weiteren Substrate sind der Tab.
B-5 zu entnehmen. Verbindungen, die keine phenolische Hydroxyfunktion tragen bilden
im MS-Experiment das Ameisensaureaddukt, wahrend Phenolderivate vermutlich als

Phenolate vorliegen.
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| A | ~N
EtsN
Cl N + N f?’ O

Zimtsaurechlorid 8-Hydroxychinolin Chinolin-8-yl-cinnamat
P r|d|n 0°C
OH OH
Chinolin-8-yl-cinnamat D-Glucose °“
Abb. B-19: Zweistufige Synthese von Zimtsaure-p-D-glucoseester (2b) nach Plusquellec und
Mitarbeiter (1986).

Zum Beweis der Esterbindung wurden die Produkte der enzymatischen Umsetzung
jeweils vor und nach alkalischer Hydrolyse mittels Radio-HPLC untersucht. Nach
Alkalibehandlung sind die Produkte nicht mehr nachzuweisen, was auf die Anwesenheit
von Esterbindungen hindeutet (Abb. B-21). Offensichtlich wird aber von FaGT2 nicht nur
ein Glucoseester gebildet, sondern mehrere verschiedene, wie dies die drei Signale um
20 Minuten im Chromatogramm anzeigen. Es handelt sich hierbei vermutlich um
Positionsisomere von 2a, deren Bildung auch von einer anderen Gruppe beobachtet
wurde (Jackson und Mitarbeiter, 2001).

Die Umsetzungsraten sind flr alle positiv getesteten Substrate bei verschiedenen
Konzentrationen ermittelt und die daraus resultierenden kinetischen Parameter
bestimmt worden. Da bei allen Experimenten UDPG* in konstanter Konzentration
eingesetzt wurde, konnte die Michaelis-Menten Gleichung herangezogen werden. Sie
liefert nach Linearisierung gemal der Methode von Hanes die substratspezifischen
Konstanten K, und Vnax. Von allen positiv getesteten Substraten wurden die
Reaktionsgeschwindigkeiten bei verschiedenen Konzentrationen gemessen und die

spezifischen Parameter ermittelt.
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Abb. B-20: LC-UV-ESI-MS" Untersuchung des FaGT2 Enzymproduktes aus Zimtsdure und UDP-

Glucose. Massenspektrum (MS) von Zimtsadure-D-glucoseester als Ameisensadureaddukt
mit m/z 355 (A). Fragmentierung von m/z 355 im MS® zum Zimtsaure-D-glucoseester-
Anion (B) sowie Fragmentierung von m/z 309 im MS® zum Zimtsaureanion mit m/z 147

(C). Das Massenspektrum des Syntheseproduktes 2b (Abb. B-19) ist identisch.
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Tab. B-5: Fragmentierungsmuster von Glucoseestern und den entsprechenden aromatischen
Sauren. Angegeben sind die Namen der Verbindungen, die Retentionszeiten (Tg) unter
LC-Bedingungen, wie im Experimentalteil beschrieben, und die Fragmentionen mit den
Intensitaten in Prozent, die bei den MS, MS? und MS3-Experimenten erhalten wurden.

Verbindung Tr[min] MS MS? ms?
Zimtsaure-D-glucoseester 15,2 355, 100% [M+HCOO] 309, 100% [M-H] 147, 100%, [Aglykon]
207, 70%

p-Cumarsaure-D-glucoseester

Kaffeesaure-D-glucoseester

Ferulasdure-D-glucoseester

Sinapinsaure-D-glucoseester

Benzoesaure-D-glucoseester

4-Hydroxybenzoesaure-D-
glucoseester

Zimtsaure
p-Cumarsaure
Kaffeesaure

Ferulasaure

Sinapinsaure

Benzoesaure

4-Hydroxybenzoesaure

12,4

12,8

12,9

10,0

10,2

19,1
15,2
13,6

15,7

15,6

16,2

12,2

325, 100% [M-HJ

341, 100% [M-HJ

355, 100% [M-HJ

385, 100% [M-HJ

329, 100% [M+HCOOT

299, 100% [M-HJ

147, 100% [M-HJ
163, 100% [M-HJ
179, 100% [M-HJ

193, 100% [M-HJ

223, 100% [M-HJ

121, 100% [M-HJ

137, 100% [M-HJ

147, 60% [Aglykon]

163, 100%, [Aglykon]
145, 90%
187, 85%

179, 100% [Aglykon]
161, 30%
203, 15%

193, 100% [Aglykon]
217, 75%
175, 25%

223, 100% [Aglykon]-
247, 90%
205, 50%

121, 100% [Aglykon]

137, 100% [Aglykon]
179, 45%
239, 40%

103, 100% [M-COO]
119, 100% [M-COOT
135, 100% [M-COOT

149, 100% [M-COQOT
134, 75%
178, 60%

163, 100%
208, 90%
179, 50% [M-COO[

93, 100% [M-COO]

119, 100% [Aglykon-COO]

135, 100% [Aglykon-COOT

149, 100% [Aglykon-COO]

205, 100%
179, 98%, [Aglykon-COOT
126, 20%

93, 100% [Aglykon-COO]
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Abb. B-21: Radio-HPLC Chromatogramm eines Enzymassays vor (A) und nach (B) alkalischer
Hydrolyse. Zimtsaure-D-glucoseester (2a) wird nach einstiindiger Behandlung mit 0,1 M
NaOH komplett gespalten. Die weiteren Signale reprasentieren vermutlich Isomere von
2a, was bereits von einer anderen Arbeitsgruppe beobachtet wurde (Jackson und
Mitarbeiter, 2001).
m
Tab. B-6: Kinetische Parameter K, (Michaelis-Konstante), V,.x (max. Umsatzgeschwindigkeit) und
Keat/Km (Wechselzahl/Michaelis-Konstante) der rekombinanten FaGT2.
Substrat Ken [UM] Vimax [Nkat Mgl Keat/Kim [s7 uM™] Produkt
Zimtsaure 356,9+82,1 2,34+0,53 0,42 Zimtsaure-D-glucoseester
p-Cumarsaure 603,5£120,7 2,69+0,54 0,29 p-Cumarsaure-D-glucoseester
Kaffeesaure 707,7£127,3 2,59+0,46 0,24 Kaffeesaure-D-glucoseester
Ferulasaure 358,5+71,0 1,65+0,31 0,30 Ferulasdure-D-glucoseester
5-Hydroxyferulasiure ~ 315,7+37,8 2,24+0,33 0,05 5-Hydroxyferulasaure-D-
glucoseester
Sinapinsaure 300,2+42 1 1,21+£0,17 0,26 Sinapinsaure-D-glucoseester
Benzoesaure 502,6+55,2 1,08+0,12 0,14 Benzoesaure-D-glucoseester
3-Hydroxybenzoesaure ~ 464,4+55,7 1,05+0,13 0,15 3-Hydroxybenzoesaure-D-
glucoseester
4-Hydroxybenzoeséure  642,4+89.5 0,7740,11 0,07 4-Hydroxybenzoesaure-D-
glucoseester
Vanillinsaure 515,397 .4 1,69+0,30 0,21 Vanillinsdure-D-glucoseester
3,4-Dimethoxyzimtséure  108,0+14,0 0,68+0,09 0,41 3,4-Dimethoxyzimtsaure-D-
glucoseester
Phenylpropionsdure  411,2+452 0,17+0,02 0,03 Phenylpropionsaure-D-
glucoseester
Phenylbuttersaure 431,0+56,0 0,22+0,03 0,03 Phenylbuttersaure-D-glucoseester
3-Aminobenzoesiure  488,2+61,1 0,75£0,09 0,09 3-Aminobenzoesdure-D-
glucoseester
4-Aminobenzoesdure  437,1%78,7 1,7320,32 0,25 4-Aminobenzoesaure-D-
glucoseester
UDPG (mit Zimtsaure) 80,8+9,7 4,88+0,57 3,89 Zimtsaure-D-glucoseester
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Wie aus Tab. B-6 hervorgeht, bewegen sich die Michaelis-Konstanten im Bereich von
108 bis 708 uM. Dabei weist 3,4-Dimethoxyzimtsaure die hochste Affinitat zum Enzym
auf (niedrigster Kp-Wert), wahrend p-Cumarsaure und Kaffeesaure mit Vpax-Werten von
2,69 bzw. 2,59 nkat/mg Protein am schnellsten umgesetzt werden. Im Allgemeinen sind
die Umsetzungsraten flr die Sauren der Phenylpropanoide am hdchsten.

Die Zugabe von Salzen im Konzentrationsbereich von 0,01 bis 0,1 mM zum gepufferten
Standardassay hatte nur einen leichten Effekt auf die Glucosylierung von Zimtsaure. Die
Zugabe von 1 mM Cu®", Fe** und Zn*" fiihrte zu einem Verlust von 30 — 50 % der Aktivitat.
Der Zusatz von 10 mM Cu?"and Zn?" verursachte einen Aktivitatsverlust von mehr als 90%,
Fe®* einen Verlust von 60 % und Mn?* einen Verlust von 30%. Kein Effekt konnte bei der
Zugabe von 10 mM Mg?* zu dem Assay (Abb. B-22) beobachtet werden.

30000 -
25000 - -
— 20000 - B B B
£ ] [ O
Q.
S
5 15000 -
©
Qo
=
w 10000
5000 -
0 1
Cu2+ Mg2+ Fe2+ Zn2+ Mn2+
Salze
Abb. B-22: Einbau von Radioaktivitat in die Produkte in Standardassays bei Salzkonzentrationen von

10 mM (m) 1 mM (m) 0,1 mM (=) und 0,01 mM (o). Die schwarze Linie reprasentiert den
Einbau von Radioaktivitat in Standardassays ohne zusatzliche Salzzugabe.
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3.4 FaGT2 Expression und Korrelation der entsprechenden Metabolite

Um die gewebespezifische und zeitliche Expression von FaGT2 zu untersuchen ist eine
Northern-Analyse an acht verschiedenen Erdbeergeweben durchgefuhrt worden. Dafur
wurde RNA aus Wurzeln, Stangeln, Blattern, Bluten, grinen Frichten, wei3en Frichten,
rot werdenden Frichten und reifen, roten Fruchten isoliert, elektrophoretisch
aufgetrennt, geblottet und mit einer fur FaGT2 spezifischen, radioaktiv markierten Sonde
analysiert.

Abb. B-23 zeigt, dass die Transkripte in Blattern und Stangeln kaum, aber in Frichten,
Wurzeln und Bliten merklich exprimiert wurden. Die Expression stieg wahrend der
Fruchtentwicklung an, mit einem Maximum bei den rot werdenden (Pink, T1) Frichten.
Um die Ergebnisse der Northern-Analyse mit der Menge an freier und glucosidisch
gebundener Zimt- und Benzoesaure und deren Derivaten zu vergleichen, wurden
methanolische Extrakte von allen Pflanzenteilen hergestellt und die Metabolite mittels
LC-UV-ESI-MS" quantifiziert. Die Identitat der Verbindungen ist anhand der enzymatisch
hergestellten Glucoseester der verschiedenen Sauren bestatigt worden. Die Abb. B-23
verdeutlicht, dass die Konzentration der aromatischen Sauren, welche als Glucoseester
gebunden vorliegen, diejenige der freien Sauren um den Faktor 100 Ubersteigt. Die
Gehalte an Zimtsaure-, p-Cumarsaure-, Kaffeesaure- und p-Hydroxybenzoesaure-D-
glucoseester steigen wahrend der Fruchtreifung an, was auf eine reifungskorrelierte
Bildung schlie3en lasst. Blatter und speziell Bluten enthalten die hochsten Mengen an

Glucoseestern, geringere Mengen wurden in Wurzeln und Stangeln detektiert.
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Weild

Pink

Rot
Blatt

Wurzel
Stangel

Blite

(A) Northern-Blot

(B) rRNA

Grin  Weil} Pink, Rot Blatt Wurzel Stangel Blite Menge an Glucoseestern
T1 [mg/kg Frischgewicht]
- - 612 1515 - - - - Zimtsaure-D-glucoseester
9+3 1746 5117 168448 237 - - 432+129 p-Cumarsdure-D-glucoseester
10+#4 15%5 1626  36+11 155+29  8+3 - 130+39 Kaffeesaure-D-glucoseester
9+3 12+4 10+4 1243 31+11 812 - 78+23  Ferulasdure-D-glucoseester
- 104 742 - 913 - - - Sinapinsaure-D-glucoseester
_ - - - 6+3 5+2 - 43+15  Benzoesaure-D-glucoseester
_ 1043 8+2 30+11 _ _ _ 78427 4-Hydroxybenzoesaure-D-
glucoseester
Menge an freien Sauren
[mg/kg Frischgewicht]
— - 0,08 - - - - — Zimtsaure
0,06 - 0,06 0,07 6,60 0,06 0,09 0,55 p-Cumarsaure
- - - - 0,81 - - - Kaffeesaure
- - - - - - - - Ferulasaure
- - - - - - - - Sinapinsaure
0,11 - 0,03 - 0,04 - - 0,14  Benzoesaure
0,60 - 0,30 2,30 - 0,29 - - 4-Hydroxybenzoesaure
Abb. B-23: Northern-Analyse von Erdbeerfrichten (Elsanta) in verschiedenen Reifungsstadien,

Wourzeln, Stangeln, Blattern und Bliten (A). Gleiche Mengen an RNA wurden aufgetragen,
was durch die Intensitdt der rRNA Banden vor dem Blotten bestatigt wird (B). Die
Ergebnisse der Northern-Analyse wurden mit den Resultaten der Quantifizierung der
freien und glucosylierten Zimt- und Benzoesauren verglichen (- = nicht nachweisbar)



3 Glycosyltransferasen des Sekundarstoffwechsels von Erdbeeren — Expression und Funktion 75

3.5 Transgene Erdbeeren zur Funktionsanalyse von FaGT2

Um die Funktion von FaGT2 in planta zu untersuchen wurden transgene
Erdbeerpflanzen hergestellt, die das FaGT2 Gen in Sinn- oder Gegensinn-Richtung
enthielten. Die Auswirkungen einer Hoch- bzw. Herabregulierung von FaGT2 sind
mittels LC-UV-ESI-MS" ermittelt worden.

3.5.1 Herstellung der transgenen Erdbeeren und Quantifizierung der Transkripte

Erdbeeren (Fragaria x ananassa) cv. Calypso wurden mittels Agrobacterium
tumefaciens AGLO Zellen transformiert, welche einen Abkdmmling des pBINPLUS
Vektors enthielten (Van Engelen und Mitarbeiter, 1995). Dieser Vektor trug das FaGT2
Gen entweder in Sinn- oder Gegensinn-Orientierung unter der Kontrolle des CaMV 35S
Promoters. Ungefahr 100 Blattscheiben wurden pro Konstrukt transformiert. Aus diesen
konnten etwa jeweils 20 Pflanzen regeneriert werden, welche auf ihre FaGT2
Transkript-Gehalte hin untersucht wurden. Die relativen FaGT2 mRNA Mengen in roten
Friichten und Blattern sind mittels TagMan® Real Time PCR quantifiziert worden. Um
die Menge an Proben-mRNA zu standardisieren wurde eine endogene cDNA als
Kontrolle amplifiziert. Dieses Gen kodiert ein DNA-Bindungsprotein, das in
verschiedenen Erdbeergeweben und Reifungsstadien annahernd konstant exprimiert
wird (Schaart und Mitarbeiter, 2002). Die FaGT2 mRNA Mengen wurden in Frichten
von Linien bestimmt, die das Gegensinn-Konstrukt enthielten und gegentber der Menge
der dbp mRNA standardisiert wurden. Fur die Sinn-Linien wurden Blatter zur Analyse
der Transkriptmengen herangezogen, da die Expressionsdaten von FaGT2 bereits
zeigten, dass FaGT2 nur in reifenden Frichten, Wurzeln und Bliten exprimiert wird. Ein
Anstieg der FaGT2 mRNA in den Blattern von Sinn-Linien kann deshalb einfach
detektiert werden. AnschlieBend wurden die relativen Gehalte gegenuber
Kontrollfriichten und Blattern ermittelt (Tab. B-7). Die relativen Mengen der Sinn FaGT2
mRNA in Blattern transgener Pflanzen variierten von 855 bis 17 318. Drei der vier
Linien, die mit dem Gegensinnkonstrukt transformiert waren zeigten geringere Gehalte

an FaGT2 Transkripten in den Fruchten als die Kontrollen. Eine Gegensinn-Linie enthielt
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héhere Gehalte an FaGT2 mRNA. Die Ursache dieser Erhéhung bleibt unklar. Alle
Pflanzen zeigten normalen Wuchs, mit durchschnittlich groRen Fruchten.

Tab. B-7: Relative Quantifizierung von FaGT2 Transkripten in Sinn- (A) und Gegensinn-Linien (B).
Bestimmung in transgenen Erdbeerblattern bzw. —frichten unter Verwendung der
vergleichenden Ct-Methode. Jeder Ci-Wert wurde in drei separaten QRT-PCR
Reaktionen bestimmt. Der Expressionslevel von dbp diente als interne Kontrolle.

(A)
FaGT2 Sinn dbp . -AAC

Blattgewebe durchschnittlicher Ct (n=3)  durchschnittlicher Ct (n=3) ACr FacTz simnavp) - 27T
Calypso control (CC) 32,23+1,32 23,48+0,06 8,75
FaGT2 Sinn #5 18,72+0,08 22,39+0,07 -3,67 5480,2
FaGT2 Sinn #7 19,88+0,20 22,72+0,09 -2,84 3082,7
FaGT2 Sinn #8 17,23+0,06 18,22+0,29 -0,99 855,1
FaGT2 Sinn #13 18,1210,02 22,1310,09 -4,01 6936,5
FaGT2 Sinn #16 17,9610,12 21,7410,05 -3,78 5914,3
FaGT2 Sinn #19 18,48+0,03 22,28+0,22 -3,80 5996,9
FaGT2 Sinn #20 17,37+0,09 22,70+0,10 -5,33 17318,2
(B)

FaGT2 Gegensinn dbp ) -AAC
Fruchtgewebe durchschnittiicher Cr (n=3) ~durchschnittiicher Cr (n=3) ACT (FacT2 Gegensinmabp) 277
Calypso control (CC) 17,94+0,18 19,01+0,38 -1,07
FaGT2 Gegensinn #6  19,02+0,17 18,52+0,02 0,50 0,34
FaGT2 Gegensinn #7 19,16+0,06 21,15+0,04 -1,99 1,89
FaGT2 Gegensinn #9  17,89+0,87 18,0610,15 -0,16 0,53
FaGT2 Gegensinn #11  19,85+0,04 20,88+0,03 -1,03 0,97

3.5.2 Quantifizierung der Metabolite in transgenen und Kontroll-Pflanzen

Zimtsaure-, p-Cumarsaure-, Kaffeesaure-, Ferulasaure- und p-Hydroxybenzoesaure-D-
glucoseester wurden in transgenen und Kontroll-Pflanzen in Frichten, Blattern, Bluten
und Wurzeln quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Abb. B-24 und Tab. B-8 dargestellt.
Die transgenen Pflanzen FaGT S8, S19 und S20 konnten nicht analysiert werden, da an
den Pflanzen zu wenige Frichte waren, um statistisch signifikante Aussagen machen zu

konnen.
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Abb. B-24: Quantifizierung von Zimtsdure-D-glucoseester (A), p-Cumarsaure-D-glucoseester (B),
Kaffeesaure-D-glucoseester (C), Ferulasaure-D-glucoseester (D) und p-
Hydroxybenzoesaure-D-glucoseester (E) in Kontrollfrichten (CC), Sinn- (FaGT S) und
Gegensinn-(FaGT AS)friichten. Angezeigt werden die absoluten Mengen von wenigstens
drei unabhangigen Aufreinigungen in mg/kg Frischgewicht (FW) und die zugehorige
Standardabweichung. * = Signifikante (p<0,05) Abweichung von den Kontrollen.
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Tab. B-8: Quantifizierung von Zimtsaure-, p-Cumarsaure-, Kaffeesaure-, Ferulasaure- und p-
Hydroxybenzoesaure-D-glucoseester in verschiedenen Pflanzenteilen (Wurzel, Blatt,
Bliite) von Kontroll- und FaGT2 Gegensinnpflanzen FaGT AS6 und FaGT AS9 mittels LC-
UV-ESI-MS". - = nicht nachweisbar (< 0,1mg/kg); + = nachgewiesen, aber nicht
quantifiziert (< 1mg/kg)

Zimtsaure-D-glucoseester (2a) [mg/kg] CC FaGT AS6 FaGT AS9
Wurzel - - -
Blatt - - -
Blute - - -

p-Cumarsaure-D-glucoseester (3a) [mg/kg]

Wurzel + + +
Blatt + + +
Blite + + +

Kaffeesaure-D-glucoseester (4a) [mg/kg]

Wurzel - - -
Blatt 72120 45+12 53
Blite 576+108 163128 286188
Ferulasaure-D-glucoseester (5a) [mg/kg]

Wurzel 241 - 412
Blatt 29+10 - -
Blite 160+29 44112 151217
p-Hydroxybenzoesaure-D-glucoseester (9a)

[mg/kg]

Wurzel - - -
Blatt - - -
Blite 2+1 312 713

Die Gehalte an 2a in den Frichten der Sinn- und Gegensinn-Linien unterscheiden sich
signifikant (p<0,05) von den Konzentrationen in den Kontrolllinien. Ein detaillierter
Vergleich zeigte, dass alle Gegensinn-Linien geringere Mengen an 2a enthielten, als die
Kontrollen, wahrend der Gehalt dieses Esters auch in den Sinn-Linien FaGT S5, FaGT
S7 und FaGT S13 signifikant reduziert war. Nur FaGT S16 enthielt hdhere Mengen an
2a im Vergleich zu den Kontrollen. Obwohl das Muster der Gehalte von 3a in den
verschiedenen transgenen Linien ahnlich dem von 2a war, zeigte die Varianzanalyse,
dass sich nur die Menge an 3a in der Linie FaGT AS6 signifikant zu denen in Kontroll-
Pflanzen unterschied. Die transgenen Pflanzen differierten hinsichtlich 4a, 5a und 9a

nicht signifikant von den Kontrollen. Die absoluten Mengen in Abb. B-24 weichen leicht
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von denen in Abb. B-23 ab, was durch die Analyse verschiedener Erdbeersorten
(Elsanta bzw. Calypso) in den Experimenten erklart werden kann.

Zusatzlich sind die Glucoseestermengen auch in anderen Pflanzenteilen ausgewahlter
transgener Pflanzen quantifiziert worden (Tab. B-8). Lediglich FaGT AS6 und AS9
wurden analysiert, da sie signifikant reduzierte Mengen an Transkripten und 2a in den
Frachten enthielten. In den Wurzeln, Blattern und Bliten von Fragaria x ananassa cv.
Calypso fanden wir nur geringe Mengen an 2a und 3a. Blatter und Bluten hingegen
bildeten erhebliche Mengen an 4a und 5a. Im Gegensatz dazu ist 2a das Hauptprodukt
in Bliten der Sorte Elsanta (Abb. B-23). Der Glucoseester von p-Hydroxybenzoesaure
wurde nur in Bliten gefunden (Abb. B-23, Tab. B-8). Die Menge an 4a war in Blattern
und Bluten der transgenen Pflanzen FaGT AS6 und AS9 signifikant reduziert (Tab. B-8),
obwohl FaGT2 Transkripte in Blattern von Kontroll-Pflanzen der Sorte Elsanta nicht
detektiert wurden. Die Gehalte an 5a waren nur in den Blattern und Blaten von FaGT
ASG6 signifikant erniedrigt. Die Konzentration an 9a in den Blliten transgener Pflanzen

wich nicht signifikant von den Kontrollen ab.

3.6 Zusammenfassung und Diskussion

Das Durchmustern einer EST-Bibliothek aus reifen Erdbeerfriichten lieferte vier cDNAs,
die aufgrund ihrer Ahnlichkeit mit konservierten Bereichen bekannter Gene vermutlich
fur Glycosyltransferasen kodieren. Die heterologe Expression der vollstandigen offenen
Leserahmen (ORF) in E. coli erbrachte ein aktives Protein (Fragaria X ananassa
Glucosyltransferase 2, FaGT2), welches groBte Ubereinstimmung mit einer kirzlich
isolierten  Glucosyltransferase aus Citrus unshiu zeigte, die Limonin-17-p-D-
glucopyranosid bildet (Kita und Mitarbeiter, 2000). Limonoat A-Ring Lacton (LARL)
erwies sich in einem Enzymassay mit der heterolog exprimierten FaGT2 aber als
schlechtes Substrat. Daher wurde eine Reihe von Verbindungen als Substrate getestet,
u. a. verschiedene Sauren und Alkohole, welche bereits als Aglykone verschiedener

Glycoside der Erdbeerfrucht identifiziert werden konnten (Wintoch und Mitarbeiter,
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1991). Es zeigte sich, dass das Enzym den Transfer eines UDP-aktivierten
Glucoserestes auf verschiedene aromatische Sauren katalysierte, wodurch die
entsprechenden Glucoseester entstanden.

Eine phylogenetische Analyse bewies, dass die vier Glycosyltransferasen aus der
Erdbeerfrucht untereinander keine hohe Identitat aufwiesen, was darauf hindeutet, dass
sie in der Pflanze verschiedene Funktionen ausiben. FaGT2 zeigt eine enge genetische
Verwandtschaft zu vier funktionell verwandten Glucosyltransferasen aus Arabidopsis
thaliana (UGT84A1, UGT84A2, UGT84A3, UGT84B1) (Jackson und Mitarbeiter, 2001;
Lim und Mitarbeiter, 2001), einer aus Citrus unshiu (AB033758) (Kita und Mitarbeiter,
2000) und einer aus Brassica napus (AF287143) (Milkowski und Mitarbeiter, 2000). Mit
Ausnahme des Enzymes aus C. unshiu katalysieren sie die Bildung von Glucoseestern
aus den jeweiligen Substraten. FaGT2 kann der Gruppe L im phylogenetischen Baum
der Arabidopsis GT Multigen Familie zugeordnet werden (Li und Mitarbeiter, 2001; Ross
und Mitarbeiter, 2001), welche aus 107 Arabidopsis GT Sequenzen besteht, wovon
einige bereits biochemisch charakterisiert sind. Zur Gruppe L werden auch die oben
genannten Sequenzen von C. unshiu und B. napus und verschiedene andere Klone
gerechnet, von denen einige der korrespondierenden Proteine Glucoseester und andere
O-Glucoside bilden kénnen.

Die Substratspezifitat und kinetischen Daten (Ky- und Vmax-Werte) von FaGT2 sind
vergleichbar mit denen von UGT84A1-A3 aus A. thaliana, obwohl FaGT2 Zimtsaure als
Substrat etwas bevorzugt (Lim und Mitarbeiter, 2001; Milkowski und Mitarbeiter, 2000;
Lim und Mitarbeiter, 2003). Alle der positiv getesteten Substrate enthielten sowohl eine
Carboxygruppe als auch ein aromatisches Ringsystem, was eine Funktion im
Phenylpropanoidmetabolismus impliziert.

Der Vergleich der Gehalte an Glucoseestern in den verschiedenen Teilen der
Erdbeerpflanze mit der Menge an FaGT2 mRNA ergab eine positive Korrelation der
Akkumulation von FaGT2 Transkripten und zunehmenden Mengen an Zimtsaure-, p-
Cumarsaure- und Kaffeesaure-D-glucoseester (2a, 3a und 4a) wahrend der
Fruchtentwicklung. Aber 2a und 4a waren auch in Blattern zu finden, in denen FaGT2
nicht exprimiert wurde. Vermutlich liegt eine unterschiedliche Glycosyltransferase in
Blattern vor, oder der Glucoseester wird in die Blatter transportiert. Gegen letzteres

spricht die Abwesenheit der Glucoseester in den Stangeln. In Arabidopsis sind
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wenigstens vier der Uber 100 Gene, die fur GTs kodieren fur die Bildung von
Glucoseestern verantwortlich. Es erscheint daher als sehr wahrscheinlich, dass
zusatzliche Glucosyltransferasen in Erdbeeren vorhanden sind (Lim und Mitarbeiter,
2001; Ross und Mitarbeiter, 2001). Die verbleibenden Glucoseester zeigten kein klares
reifungskorreliertes Profil. Entweder lagen sie wahrend der Fruchtentwicklung in
konstanter Konzentration vor (5a), oder zeigten, wie im Fall von 9a ein biphasisches
Akkumulationsmuster. Verglichen mit den Glucoseestern wurden um den Faktor 100
geringere Mengen an freien aromatischen Sauren in Erdbeerfrichten nachgewiesen
(Schuster und Herrmann, 1985; Kosar und Mitarbeiter, 2004; Hakkinen und Toérrénen,
2000; Olsson und Mitarbeiter, 2004). Keine Korrelation konnte aus den Mengen an
freien aromatischen Sauren und Glucoseester abgeleitet werden. Diese Daten belegen,
dass die aromatischen Sauren in der Erdbeerpflanze sofort glycosyliert werden, um so
den Gehalt der reaktiven Sauren zu erniedrigen und sie fur weitere Biosyntheseschritte
bereit zu stellen.

Die Veranderung der mRNA-Gehalte durch Hoch- bzw. Herabregulation der
Genexpression und anschlielfende Analyse der metabolischen Konsequenzen bietet die
Mdglichkeit die Rolle von FaGT2 in planta zu studieren. Es wurden mehrere Linien
transgener Pflanzen hergestellt, die FaGT2 mRNA Uberexprimierten oder einen
verminderten Gehalt an FaGT2 mRNA aufwiesen. Ein Problem bei der Herstellung
transgener Pflanzen aus einer Kalluskultur ist die Bildung chimarer Nachkommen, d. h.
regenerierte Pflanzen, bzw. Frichte kédnnen sowohl das Transgen enthalten, als auch
nichttransformierte Zellen. Es wurden verschiedene Methoden entwickelt um Chimaren
zu eliminieren (Mathews und Mitarbeiter, 1998; Houde und Mitarbeiter, 2004). Wir
benutzten bei unseren Transformationen die immertragende Sorte Calypso, die bis zu
acht Ernten unter Gewachshausbedingungen in einem Jahr erlaubt. Dies eréffnete die
Madglichkeit, Chimaren zu erkennen, da Ernte-zu-Ernte Verschiebungen in den FaGT2
Transkriptmengen oder Metabolitenkonzentrationen Uberwacht werden konnten. Auf
diese Weise wurden chimare Pflanzen und Pflanzen mit einer instabilen
Gegensinnexpression aussortiert und in den folgenden Analysen nur die Pflanzen
verwendet, die nicht chimar waren.

Diese Pflanzen sind mittels quantitativer Echtzeit PCR (QRT-PCR) und LC-UV-ESI-MS"
analysiert worden (Tab. B-7, Abb. B-24). Alle Fruchte, die von Pflanzen stammten, die
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mit dem Gegensinnkonstrukt transformiert waren, zeigten signifikant niedrigere Gehalte
an 2a als Fruchte von Kontroll-Pflanzen. Die Konzentrationen von 3a und 4a waren nur
leicht verandert. Lediglich FaGT AS6, FaGT AS11 und FaGT S5 enthielten niedrigere
Mengen an 3a bzw. 4a (Abb. B-24). Frichte von Kontroll- und transgenen Pflanzen
enthielten ahnliche Mengen an 5a und 9a. Lediglich eine der Sinnpflanzen (FaGT S16)
produzierte hohere Gehalte an 2a und 3a in den Frichten verglichen mit Kontrollen,
obwohl alle Sinnlinien ein erhdhtes Niveau an FaGT2 Transkripten in den Blattern
aufwiesen (Abb. B-24, Tab. B-7). In den meisten Fallen bildeten Sinnlinien niedrigere
Gehalte an Glucoseester in den Fruchten als die Kontrollen und zeigten damit den Co-
Suppressionseffekt, welcher zuerst in Petunien beobachte wurde (Napoli und
Mitarbeiter, 1990; Van der Krol und Mitarbeiter, 1990). Interessanterweise enthielt FaGT
S16 signifikant weniger 9a in den Fruchten als die Kontrollen (Abb. B-24). Eine
Erklarung kénnte die geringere Menge an Zimt- und p-Cumarsaure sein, welche durch
die erhdhte FaGT2 Aktivitat in FaGT S16 verursacht sein kdnnte (Abb. B-25).

Die Daten zeigen eindeutig, dass 2 das primare Substrat in vivo fur FaGT2 ist. Da die
Muster der Konzentrationen von 3a in den transgenen Frichten ahnlich dem von 2a
sind, kann angenommen werden, dass FaGT2 auch zu einem geringem Teil zu der
Bildung dieses Esters beitragt, welcher primar entweder von einer zweiten
Glucosyltransferase gebildet oder mittels Transportmechanismen aus anderen
Pflanzenteilen in die Frichte gebracht werden. Die Annahme einer zweiten
Glucoseester bildenden Transferase kann auch aus dem Vergleich der FaGT2
Transkripte und FaGT2 Metabolite wahren der Fruchtreifung abgeleitet werden (Abb. B-
23). In grunen Fruchten sind 3a, 4a und 5a bereits anwesend, aber FaGT2 wird noch
nicht exprimiert. Wahrend der Reifung steigen nur die Mengen an 3a und 4a an,
wahrend die Konzentration an 5a konstant bleibt und 2a neu gebildet wird. So wird die
zusatzliche Beteiligung von FaGT2 an der Bildung von 3a bestatigt. Andere Metabolite
stromabwarts des Phenylpropanoidpfades, wie z. B. 5a und 9a waren, auler fur FaGT
S16, nicht betroffen (Abb. B-25).
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Abb. B-25: Vermutete Beteiligung von FaGT2 am Phenylpropanoid-Stoffwechsel, modifiziert aus
Dixon und Mitarbeiter (2001). PAL (Phenylalanin-Ammonium-Lyase), C4H (Zimtsaure-4-
Hydroxylase), C3H (p-Cumarsaure-3-Hydroxylase), OMT (O-Methyltransferase), F5H
(Ferulasaure-5-Hydroxylase), FaGT(2) (Fragaria x ananassa Glucosyltransferase (2))

Ein Vergleich von Abb. B-23 und Tab. B-8 zeigt, dass es signifikante Unterschiede in
den Gehalten von 3a und 4a in Bliten und Wurzeln von Kontroll-Pflanzen verschiedener
Erdbeersorten (hier Elsanta und Calypso) gibt. Beispielsweise enthalten Blluten von
Elsanta hauptsachlich 3a, wahrend Bliten von Calypso-Erdbeeren vor allem 4a bilden,
was auf eine unterschiedliche Menge an hydroxylierenden Enzymen hindeutet. In den
Wurzeln von transgenen und Kontroll-Pflanzen waren die Glucoseester kaum
nachweisbar, obgleich FaGT2 dort gering exprimiert wird. Es liegen entweder die
Prakursoren nicht vor oder FaGT2 erfullt eine unbekannte Funktion in den Wurzeln. In
Blattern transgener Pflanzen wurden geringere Mengen an 4a und 5a als in den
Kontrollen detektiert, obwohl dort kein Signal fur FaGT2 mRNA bei der Northern
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Analyse beobachtet wurde. Die Erklarung hierfir konnte die Herabregulierung einer
unbekannten Glucosyltransferase durch FaGT2 Transkripte in Erdbeerblattern sein.
Bluten von transformierten Pflanzen enthielten geringere Konzentrationen an 4a und 5a,
aber leicht erhdhte Mengen an 9a als Kontroll-Pflanzen. Dies impliziert die Beteiligung
von FaGT2 an der Bildung der Glucoseester in Bliten und bestatigt die Konkurrenz von
Phenylpropanoid- und Benzoesaurepfad um die Verfugbarkeit der Substrate (Abb. B-
25).

Die wichtigsten Naturstoffe, die aus den Phenylpropanoiden gebildet werden sind die
Flavonoide, Benzoesaurederivate und Ligninpolymere (Abb. A-11, nach Dixon und
Mitarbeiter (2001)). Verschiedene andere Pfade sind quantitativ weniger bedeutend,
aber moglicherweise wichtig fur das Uberleben der Pflanze, z.B. Stilbene und
Chlorogensauren, oder entscheidend fur die Wertschatzung des Konsumenten
bezlglich der Qualitat einer bestimmten Frucht, wie z. B. flichtige, aromatische Ester.
Glucoseester von Zimtsauren werden als energiereiche Substrate betrachtet, die in
verschiedenen Biosynthesewegen als Prakursoren dienen (Mock und Strack, 1993).
Eine 1-O-trans-Zimtsaure-B-D-glucopyranose:Alkohol Zimtsauretransferase wurde in
Friachten der Kapstachelbeere (Physalis peruviana L.) gefunden (Latza und Berger,
1997). Das Enzym katalysiert die Ubertragung von Zimtséure, welche als Glucoseester
aktiviert ist, auf verschiedene kurzkettige Alkohole, wie Methanol und Ethanol. Hierbei
werden die fluchtigen Methyl- und Ethylester der Zimtsaure gebildet, welche als
Aromakomponenten geschatzt werden. Diese Verbindungen wurden bereits von
verschiedenen Autoren mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie in Erdbeeren
nachgewiesen (Schreier, 1980; Hirvi und Honkanen, 1982; Silva und Neves, 1999).
Bisher ist aber weder ein Gen kloniert noch ein Enzym in Erdbeeren gefunden worden,
das den Transfer von Glucose-aktivierter Zimtsaure auf C4- und C,-Alkohole katalysiert.
Das kurzlich klonierte SAAT-(Strawberry Acyl-CoA Alcohol Transferase)Gen (Aharoni
und Mitarbeiter, 2000), welches hauptsachlich kurz- bis mittelkettige CoA-aktivierte
Sauren (bis Cq9) auf kurz- bis mittelkettige Alkohole Ubertragt, katalysiert als
Nebenaktivitat lediglich den Transfer von aromatischen Acyl-CoAs auf 1-Propanol und
1-Butanol. Daher kann es nicht ausgeschlossen werden, dass 1-O-trans-Zimtsaure-§-D-
glucopyranose eine andere aktivierte Form von Sauren darstellt, welche in spateren

Biosyntheseschritten zu einer flichtigen, aromawirksamen Verbindung prozessiert wird.
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Villegas und Kojima (1986) reinigten eine Hydroxyzimtsaure-D-glucose:Chinasaure
Hydroxyzimtsdure Transferase auf, welche 4a und D-Chinasaure als Substrate
verwendete, um Chlorogensaure zu bilden. Chlorogensaure wurde bereits in
Brombeeren, Schwarzen Johannisbeeren, Stachelbeeren, Heidelbeeren, Roten
Johannisbeeren und auch in Erdbeeren detektiert (Olsson und Mitarbeiter, 2004; Mattila
und Kumpulainen, 2002). Chlorogensaure stellt ein Antioxidans dar, das als Antwort auf
umweltbedingten Stress gebildet wird und eine wichtige Rolle bei der Bildung von
Phenylpropanoidprodukten stromabwarts des Pfades wie z. B. Lignin und Phytoalexine,
sowie bei der Zellwand-Quervernetzung spielt. Die Biosynthese in Erdbeerfrichten ist
bis dato nicht geklart.

In Arabidopsis wurde ein Gen identifiziert, dessen korrespondierendes Protein fur die
Transesterifizierung von Sinapinsaure-D-glucoseester (7a) auf Apfelsdure oder Cholin
verantwortlich ist, wodurch Sinapinsauremalat oder Sinapinsaurecholin gebildet wird
(Lehfeldt und Mitarbeiter, 2000). Sinapinsauremalat wird als UV-Schutzstoff diskutiert,
der in der Epidermis von pflanzlichen Blattern eingelagert ist. Es scheint aber, dass
diese Transesterifizierung auf Brassicaceen beschrankt ist und in Erdbeeren keine Rolle
spielt.

Vor kurzem wurde 5a als Prakursor von mit Ferulasaure derivatisierten Arabinoxylanen
in Weizen (Triticum aestivum L.) entdeckt (Obel und Mitarbeiter, 2003). Von
Arabinoxylanen wird angenommen, dass sie an der Quervernetzung von Cellulose-
Mikrofibrillen beteiligt sind und so die ZellvergroRerung und Zellwandstarke in Grasern
gunstig beeinflussen (Carpita, 1996). Die Rolle dieser Quervernetzung in Erdbeeren ist
jedoch nicht geklart.

Zusammenfassend konnte demonstriert werden, dass in Erdbeerfrichten die
aromatischen Sauren gebunden, hauptsachlich als Glucoseester, vorliegen. Dies
scheint eine Art von Entgiftungsreaktion zu sein, um die Reaktivitat der Verbindungen
niedrig zu halten, aber auch um Intermediate fur weitere Biosynthesewege bereit zu
stellen. Es wurde gezeigt, dass das Erdbeerenzym FaGT2, obwohl es eine Vielzahl von
Substraten in vitro umsetzt, in vivo hauptsachlich fur die Bildung von 2a verantwortlich
ist und nur zu einem geringeren Anteil an der Generierung von 3a teilnimmt. 2a dient
vermutlich als biogenetishcer Vorlaufer fur die Bildung der Erdbeeraromastoffe

Zimtsauremethyl- oder Zimtsaureethylester. Zusatzlich implizieren die Daten die
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Existenz weiterer, fir die Konjugation von phenolischen Sauren spezifische
Glycosyltransferasen, wie fur Arabidopsis gezeigt wurde (Lim und Mitarbeiter, 2001).
Die Beteiligung von FaGT2 bei der Glucosylierung aromatischer Sauren in Bluten ist
ziemlich wahrscheinlich. Daher erniedrigt das Enzym die Menge v. a. an freier Zimt-, p-
Cumar- und Kaffeesaure, bewahrt die Energie, die fur die Bildung dieser Verbindungen

gebraucht wurde und bereitet sie fur weitere biochemische Umsetzungen vor.
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C Material und Methoden

1 Material

1.1 Chemikalien und Arbeitsmaterialien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, in p.a.-Qualitat von den
Firmen Sigma, Fluka, Aldrich (alle Deisenhofen, Deutschland), Roth (Karlsruhe,
Deutschland) und ICN (Eschwege, Deutschland) bezogen. Losungsmittel wurden Uber
Flllkorperkolonnen bzw. mittels Vigreux-Destillation zusatzlich rektifiziert. Die
Identifizierung von Verbindungen erfolgte mittels Referenzverbindungen. Hier wurden,
neben den eigens synthetisierten Substanzen, die Chemikalien der Referenzsammlung
der Arbeitskreise (Wurzburg und Freising) verwendet.

Radioaktiv markierte UDP-Glucose (UDP-[6-°H]-Glucose) wurde von Biotrend
Chemikalien GmbH (Koln, Deutschland) erworben. Die Konzentration war mit 1 mCi/ml
bei 60 uCi/nmol angegeben.

Zum Aufschluss der Zellen wurden Sigma Glass Beads 106 pym und feiner (G8893,
Sigma, Deisenhofen, Deutschland) verwendet. Sie wurden vor Verwendung 24 Stunden
mit 10 N HNO3; behandelt und anschliel3end neutral gewaschen

Talon™-Harz wurde von BD Bioscience (Clontech, Mountain View, CA, USA) bezogen.

1.2 Enzyme

Restriktionsendonucleasen:
BamH I, 10 U/ul, 4000 U (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
Xho I, 10 U/ul, 2000 U (MBI Fermentas)
Hind 1ll, 10 U/ul, 5000 U (MBI Fermentas)
Sal I, 10 U/pl, 2000 U (MBI Fermentas)
T4 DNA Ligase 1 U/ul (MBI Fermentas)
Taq DNA Polymerase, Biotherm, 1000 U (Diagonal, Munster, Deutschland)
Pfu DNA Polymerase, Biotherm, 1000 U (Diagonal)
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1.3 Pflanzenmaterial

Fir die Untersuchungen und Transformationen wurden Erdbeerpflanzen (Fragaria x
ananassa) der Sorten Elsanta und Calypso verwendet. Diese stammten entweder von
einem lokalen Zuchter (Wollriederhof bei Wuirzburg, Deutschland) oder von PRI,
Wageningen, Niederlande. Die Frichte wurden in flissigem Stickstoff schockgefrostet

und bei -18 °C gelagert.

1.4 Medien und Pufferldsungen

LB-Nahrmedium: 1 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1 % NacCl
pH 7
LBamp: LB-Nahrmedium
50 pug/ml Ampicillin
LBchip: LB-Nahrmedium
34 pg/ml Chloramphenicol
LB-Agar: LB-Nahrmedium
1,5 % Agar
10 x SSC: 1,5 M NaCl
0,15 M Na-Citrat
pH 7
10 x PBS: 40 g NaCl
82,3 g Na;HPO4
23,5 g NaH,POq4

pH 7,3 bis 7,4
PBS/Tween: 111 x PBS +1 ml Tween 20
10 x TBS: 1,5 M NaCl

0,5 M Tris

pH 7,5
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SOC-Medium:

ZN102-Medium:

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

10 ml 250 mM KCI

5 ml 2 M MgCl;

Mit Wasser auf 980 ml auffillen, autoklavieren und

20 ml 1 M Glucose (steril filtriert) zugeben

2,2 g MS (Salze und Vitamine)

2,0 g Phytagel

in 450 ml Wasser l6sen

0,1 ml NAA (Naphthylessigsaure)-Stammlosung (1 mg/ml)
Endkonzentration 0,2 mg/I

2,25 ml TDZ (Thidiazuron)-Stammldsung (0,22 mg/ml)
(Endkonzentration = 1 mg/l); auf pH 5,8 einstellen mit 0,1 N
KOH

Nach dem Autoklavieren 50 ml filtersterilisierte Glucose-

Stammldsung (15 g /50 ml) zugeben.

ZN102 + AcS (Cokultivierungs-Medium):

ZN102 (nach Autoklavieren)
500 pl Acetosyringon (AcS)-Stammldésung zugeben (100 mM)
Endkonzentration 100 yuM

ZN102SEL (Selektionsmedium; 500 ml):

ZN102 (nach Autoklavieren):

500 yl Kanamycin-Stammldsung (100 mg/ml)
(Endkonzentration = 100 mg/l)

1000 pl Cefotaxim-Stammlosung (125 mg/ml)
(Endkonzentration = 250 mg/l)

Flissiges MS-Medium mit AcS

2,2 g MS-Salze + Vitamine
15,0 g Glucose

in 500 ml Wasser autoklavieren
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CTAB-Puffer:

TBE-Puffer:

Extraktionspuffer:

Phenol-Chloroform:

10 x MEN-Puffer:

MEN-Agarosegel:

RNA-Ladungspuffer:

500 ul AcS (Acetosyringon)-Stammldsung (100 mM)
Auf pH 5,2 einstellen mit 0,1 N KOH
Filtersterilisieren und bei 4 °C lagern

1,4 M NaCl

2 % CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)

20 mM EDTA (pH 8)

100 mM TRIS (pH 8)

2 % PVP40

200 mM Borsaure

200 mM Tris/HCI (pH 7,6)

10 mM NazEDTA

96 ml TBE-Puffer

2 ml B-Mercaptoethanol

2ml 25 % SDS

250 ml Phenol-L6sung; gesattigtes Phenol Typ I, pH 6,6/7,9
(Biometra, Gottingen)

200 ml TBE-Puffer

250 ml Chloroform (enthalt 10 ml Amylalkohol)

gut mischen und Phasen Uber Nacht trennen lassen. Zum
Extrahieren wird nur die untere Phase verwendet.
0,2 M Morpholinopropansulfonsaure (MOPS)

0,01 M EDTA

0,05 M Natriumacetat (pH 7)

0,35 g Agarose

3,5 ml 10 x MEN-Puffer

30 ml Wasser, bidest.

in der Mikrowelle I16sen, auf 50 °C abkuhlen lassen
1,9 ml 37 % Formaldehyd

720 yl Formamid

160 pl 10 x MEN

260 pl 37 % Formaldehyd

180 ul Wasser, bidest.
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100 pl 80 % Glycerin
80 pl 2 % Bromphenolblauldsung
3 pl 1 % Ethidiumbromidlosung

10 x SSC-Puffer: 1,5 M NaCl
0,15 M Nags-Citrat (pH 7,0)
50 x Denhardt: 10 g Ficoll 400

10 g Polyvinylpyrrolidon

10 g BSA, Fraktion V

ad 1000 ml mit H,O dest.
50 x TAE-Puffer: 2 M Tris/Essigsaure (pH 8,0)

0,05 M EDTA (pH 8,0)
Ladungspuffer 1 (5 x): 2,0 % Ficoll

0,5 % SDS

0,05 M EDTA

0,2 % Orange G

10 % Glycerin

mischen und steril filtrieren
Ladungspuffer 2 (6 x): 50 % Glycerin

7,5 mM EDTA

0,4 % Xylencyanol

0,4 % Bromphenolblau

1.5 Saulenchromatographie, Festphasenextraktion

Umkehrphasen-Saulenchromatographie:
Lichroprep® RP 18, KorngroRe 43 - 47 pm (Merck, Darmstadt,
Deutschland), Glassaule @ 3 cm, 30 cm.
Das RP-18 Material wird mit ca. 100 ml Methanol gereinigt und mit

150 ml Wasser konditioniert.
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Festphasenextraktion:

Amberlite® XAD-2, KorngréRe 0,3 - 1 mm (Serva, Heidelberg,
Deutschland), Glassaule @ 1,8 cm, 15 cm

Vor Gebrauch wird das Material zunachst mit 200 ml Diethylether
und anschlieRend mit 400 ml Methanol erschépfend extrahiert. In
einer Methanol-Suspension wird das Material auf die
Chromatographie-Saulen aufgegeben und mit 100 ml Wasser

konditioniert.
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2 Geréate

2.1 Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie (HRGC-MS)

System 1
GC:

Autosampler:
Injektor:

Trennsaule:

Temperaturprogramm:

Tragergas:
MS:

Massenbereich:
Scandauer:
Temperaturen:
lonisation:
Quellendruck:
Photomultiplier:

Datenaufnahme

und -auswertung:

System 2
GC:

Injektor:
Detektor:

Trennsaule:

Fisons Instruments GC 8060 (Fisons Instruments, Egelsbach,
Deutschland)

Fisons AS 800

Split-Splitless-Injektor (1:20), Temperatur: 250 °C

J&W DB-Wax 20M (30 m x 0,25 mm i.D.; df = 0,25 uym)
(J&W, Folsom, CA, USA)

50 °C (3 min isotherm), dann 4 °C/min bis 220 °C (10 min
isotherm)

Helium 5.0; 1,5 ml/min bei 50 °C

Fisons Instruments MD 800 (ThermoQuest, Egelsbach,
Deutschland)

41-250u

0,45 s + 0,05 s delay

lonenquelle: 220 °C, Transferline: 250 °C
ElektronenstoRionisierung (EI*), 70 eV

10 nbar

350 V

Xcalibur fur Windows (Fisons Instruments), Vers. 1.4

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

Split/Splitless-Injektor (1:10), Temperatur 250 °C
Flammenionisationsdetektor (FID), Temperatur 220 °C
BPX5 (30 m x 0,25 mm i.D.; df = 0,25 ym)
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Temperaturprogramm:

Tragergas:

MS:

lonisation:
Temperatur:
Quellendruck:
Photomultiplier:
Massenbereich:
Datenaufnahme

und -auswertung

40 °C (3 min isotherm); dann 5 °C/min bis 300 °C (10 min
isotherm)

Helium 100 kPa

Thermo Finnigan Trace DQS (Thermo Finnigan)
ElektronenstoRionisation (EI*), 70 eV

lonenquelle 200 °C, Interface 280 °C

1 mPa

350 V

50-650 u

Xcalibur fur Windows (Fisons Instruments, Egelsbach,
Deutschland), Vers. 1.4

2.2 Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC)

System 1
HPLC:

Pumpen:

Injektor:

Trennséaule:

FlieRmittel:

Fluss:
Gradient:

Detektor:

Analytische HPLC von Gilson Abimed (Abimed, Langenfeld,
Deutschland)

2 x Gilson Abimed Pumpe Modell 303 mit analytischem
Pumpenkopf

Gilson Abimed Sample Injector Modell 231, Probenschleife
200 pl

Eurospher 100 C-18 (250 mm x 4,6 mm i.D.; 5 um) (Knauer,
Berlin, Deutschland)

A: 0,05 % Ameisensaure in Wasser

B: Acetonitril

0,7 ml/min

0-15min: 5-20 % B; 15 - 35 min: 20 - 100 % B, 5 min
isokratisch, in 15 min zuruck auf 5 % B
Knauer-UV-Spektralphotometer mit analytischer MelRzelle
(10 mm)
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Steuerung/

Datenverarbeitung:

System 2
HPLC:

Pumpensystem:

Degasser:
Mischkammer:
Autosampler:

Injektor:

Trennséaule :
FlieBmittel :

Fluss:
Gradient :

Detektoren:

ELSD-Parameter
Datenaufnahme

und -auswertung:
System 3
HPLC:

Pumpen:

Injektor:

Gilson 712 HPLC Controller, Version 1.02

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

dynamische Mischkammer (Knauer)

Basic Marathon (Spark, Emmen, Niederlande)
Vier-Wege-Ventil Nr. 7125 (Rheodyne), Probenschleife

200 pl

Eurospher 100 C-18 (250 mm x 4,6 mm i.D.; 5 um) (Knauer)
A: 0,05 % Ameisensaure in Wasser

B: Acetonitril

1 ml/min

0-10min: 5-20 % B; 10 - 30 min: 20 - 100 % B, 5 min
isokratisch, in 5 min zurlick auf 5 % B

UV-Detektor Nr. 29815 mit variabler Wellenlange (Knauer)
Verdampfungs-Lichtstreu-Detektor (ELSD, Evaporative Light
Scattering Detector), Modell Sedex 55 (Sedere, Alfortville,
Frankreich)

40 °C, Druck 2,4 atm, Luft als Evaporationsgas

Eurochrom 2000 (Knauer)

Photodiodenarray Hewlett Packard 1100 Serie
Hewlett Packard Hochdruckpumpe fur binare
Hochdruckgradienten, 1100 Serie

Rheodyne 7125 Probenventil, Probenschleife 100 pl
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Trennsaule:

FlieRmittel:

Fluss:
Gradient:

Detektor:

Aufnahme- und

Auswertesoftware

System 4
HPLC
Pumpen:

Injektor:

Trennsaule:

FlieRmittel:

Fluss:
Gradient:

Detektoren:

Ausgabe:

Eurospher 100 C-18 (250 mm x 4,6 mm i.D.; 5 um) (Knauer,
Berlin, Deutschland)

A: 0,05 % Ameisensaure in Wasser

B: Acetonitril

1 ml/min

0-10min: 5-20 % B; 10 - 30 min: 20 - 100 % B, 5 min
isokratisch, in 5 min zuruck auf 5 % B

Hewlett Packard Photodiodenarray 1100 Serie

Hewlett Packard Software

Analytische HPLC von Waters (Waters, Milford, USA)

2 x Waters-Pumpe Modell 510 mit analytischem Pumpenkopf
Rheodyne 7125 Probenventil, Probenschleife 100 pl
Eurospher 100 C-18 (250 mm x 4,6 mm i.D.; 5 ym) (Knauer,
Berlin, Deutschland)

A: 0,05 % Ameisensaure in Wasser

B: Acetonitril

1 ml/min

0 - 35 min: 0 - 100 % B; 5 min isokratisch, in 5 min zurtck auf
0%B

Multiwavelength-UV-Spektralphotometer S-3702 (Soma-
Kogaku, Tokyo, Japan)

Online Flussigszintillationsdetektor Flo-one (Canberra
Packard, Schwadorf, Osterreich)

Integrator CR-6-A (Shimadzu, Duisburg, Deutschland)
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2.3 Flussigchromatographie-Ultraviolett-Elektrosprayionisations-
Massenspektrometrie (LC-UV-ESI-MS")

LC-System:
Pumpe:
Autosampler:

Trennsaule:

FlieRmittel:

Fluss:

Gradient:

UV-Detektor :

Agilent 1100 HPLC System
Agilent 1100 Quarternare Pumpe
Agilent Autosampler

Eurospher C18 Saule (100 mm x 2 mm i.D.; 5 ym) (Grom
Analytik, Rottenburg, Deutschland)

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

0,2 ml/min

0 —-35 min: 0 —50% B; 35 — 37,5 min 100 % B, 2,5 min

isokratisch, in 5 min zuriick auf 0 % B

lonenfalle-Massenspektrometer:

Massenspektrometer:

lonisierungsspannung:
Endplatte:
Kapillarausgang:
Octopol-RF-Amplitude:

Dry Gas:

Full Scan Mass Spectra:

Kollisionsgas:
Kollisionsenergie:

Datenaufnahme

und —auswertung:

Agilent UV Variable Wavelength Detector (Agilent,
Waldbronn, Deutschland)

Bruker Esquire 3000°"* Massenspektrometer (Bruker,
Bremen, Deutschland)

3074V

500 V

-109,8 V

120 Vpp

Stickstoff: 300 °C, 10 I/min

von m/z 50 bis m/z 500; ICC 20000 oder 200 ms
Helium, 3,56 x 10 bar

1,0V

Bruker DataAnalysis, Version 3.1
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2.4 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Gerat:

Standard:

Ldsungsmittel:

Auswertung:

Bruker WM 400 (400 MHz bzw. 100 MHz)
3-(Trimethylsilyl)-2,2,3,3-d4-propionsaure (TPS) & = 0,00 ppm
oder das jeweilige NMR-Losungsmittel

CDCl3, MeOD

WINNMR (Bruker, Rheinstetten, Deutschland)

2.5 Flussigszintillationszahler (LSC)

LSC:
Messzeit:
Vials:

Szintillationscocktail:

2.6 Schittelinkubator

Gerat:

Schuttelgeschwindigkeit:

Umlaufkuhler:

LKB Rackbeta 1214 (Pharmacia, Freiburg, Deutschland)
10 min

15 ml (Zinsser, Frankfurt, Deutschland)

Emulsifier-Safe (Packard BioScience, Groningen,

Niederlande)

GFL 3032 (Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland)

150 upm

LAUDA Typ RM6S (Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-

Kdénigshofen, Deutschland)

2.7 UV-Vis-Spektralphotometer

uv 1:

uv 2:

GeneQuant || RNA/DNA Calculator (Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland)

V 2101 PC UV-Vis Scanning Spektralphotometer (Shimadzu,
Duisburg, Deutschland)
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UVva3:

Eppendorf Biophotometer 6131 (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland)

2.8 Sonstige Gerate — Software

Ultra-Turrax:

Klhlzentrifugen:
Mikrozentrifuge:
Lyophilisator:
pH-Meter:
Waagen:
Ultraschallbad:
Rotavapor:
Sequenziergerat:

BioRobot:

Thermocycler:

TagMan®-RT-PCR

Software:

T18 basic (IKA® Works Inc., Wilmington, NC, USA)

Centrikon T-124, (Kontron Instruments, Italien); Rotor: A 8.24

und A 6.14

Eppendorf Zentrifuge 5415 R (Eppendorf, Hamburg,

Deutschland)

Christ Alpha 1-4; 0,1 mbar (Christ, Osterode, Deutschland)

pH-Meter CG 820 (Schott Gerate, Hofheim, Deutschland)

Mettler PL 300 (Mettler-Toledo, Gief3en, Deutschland)

Sartorius BP 210 S (Sartorius, Gottingen, Deutschland)

Branson 1210 (Branson Ultrasonics Corp., Danbury, USA)

Bandelin Sonorex TK 52 (Schalltec, Morfelden, Deutschland

Buchi Rotavapor und Buchi Vakuum System B-173 und Buchi

Vakuum Controller B-720 (Buchi, Konstanz, Deutschland)

Applied Biosystems 373 und 370A DNA sequencer (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA)

Zur Aufreinigung von Plasmid DNA: BioROBOT 9600

(Qiagen, Hilden, Deutschland)

Primus 25 (MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland)

Robocycler 40 (Stratagene, West Cedar Creek, TX, USA)

T3 Thermocycler (Biometra, Gottingen, Deutschland))

ABI Prism 7700 Sequence Detection System (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA)

e DNAStar (DNASTAR, Madison, WI, USA)

e Statistische Auswertung: SigmaPlot, Version 8.0 (SPSS
Science Software, Erkarth, Deutschland). Signifikante

Unterschiede zwischen den Messwerten wurden mit dem
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T-TEST (Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05)
bestimmt und durch entsprechende Markierungen in den

Diagrammen kenntlich gemacht.

e SDSC Biology Workbench (http://workbench.sdsc.edu).
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3 Methoden
3.1 Darstellung von Metaboliten

3.1.1 Zimtséure-B-D-glucoseester

Zu 2,6 g 8-Hydroxychinolin geldst in 50 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran (THF) werden

2 g Triethylamin und 3,32 g Zimtsaurechlorid gegeben (Plusquellec und Mitarbeiter,

1986). Die Loésung wird bei 0 °C 1 Stunde geruhrt, anschlieRend das Lésungsmittel

abgezogen und der Rickstand in 40 ml Chloroform aufgenommen. Die organische

Phase wird sukzessive mit 5% NaHCOj;  Wasser und gesattigter

Magnesiumsulfatidosung gewaschen und der Rickstand des Chinolin-8-yl-cinnamats in

Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: ca. 2,0 g

HPLC 1: Tr: 26,7 min

'H-NMR (400 MHz, CDCls): d (ppm) 6,85 und 7,93 (2 d; J=17,5 Hz; -HC=CH-);
7,10-7,80 (m, aromat. H); 8,16 (d, H7); 8,89 (d, H2)

Wasserfreie B-D-Glucose (2,18 g) wird in 100 ml wasserfreiem Pyridin eine Stunde bei
100 °C gehalten, danach auf Raumtemperatur abgekihlt und anschliefend 583 mg
Chinolin-8-yl-cinnamat, als 60 %ige Lésung in Ethylacetat/Chloroform (3/2) zugegeben.
Die Losung wird bei 0 — 4 °C fur 4 Tage geruhrt, das Pyridin abgezogen und der
Ruckstand mit 40 ml 0,1 N NaOH und 40 ml n-Butanol gewaschen. An einer mit
Lichroprep® C18-Material gefiillten Saule wird aufgereinigt. Die Elution erfolgt
stufenweise von 100 % Wasser und 0 % Acetonitril auf 60 % Acetonitril in 5 % Schritten
bei einem Volumen von je 100 ml. Die Fraktionen werden mittels HPLC-UV auf Reinheit
getestet, Fraktionen mit dem Produkt werden vereinigt, das Losungsmittel abgezogen
und das Produkt lyophilisiert.
Ausbeute: ca. 500 mg
HPLC 1: Tr: 12,5 min
'H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 3,2 bis 3,9 (m, CH-OH und CH,OH), 4,8 (OH),
6,63 und 7,43 (2d, CH=CH, J = 16Hz); 7,3 bis 7,7 (m,

aromat. H)
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3C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): & (ppm): 60,69 (C6); 69,62 (C4); 72,58 (C2); 76,56
(C5); 77,87 (C3); 94,57 (C1); 117,68, 128,46, 129,04,
130,74 (aromat. C); 133,95 und 145,79 (C=C); 165,07
(C=0)

3.1.2 5-Hydroxyferulasaure

Zu einer Losung aus 4,5-Dihydroxy-3-methoxybenzaldehyd (2,6 g) und Malonsaure
(4,7 g) werden 15 ml trockenes Pyridin und 500 pl Piperidin zugefligt (Lam und
Mitarbeiter, 1996). Die Mischung wird fur 3 Wochen in der Dunkelheit, bei
Raumtemperatur unter Ausschluss von Feuchtigkeit gerihrt, anschlielend auf
Eiswasser gegeben (50 ml) und im Vakuum das Pyridin entfernt. Weitere 50 ml Wasser
werden zugefugt und die Losung erneut ankonzentriert um Pyridin vollstandig zu
entfernen. Schlielllich wird die wassrige Lésung auf 50 ml aufgeflllt und mit 6 M HCI auf
pH 1,0 angesauert. Das Produkt wird mit Diethylether extrahiert, die organische Phase
uber NaSO, getrocknet und das LoOsungsmittel vollstandig entfernt. Nach
Umkristallisation in Wasser erfolgt die Reinigung an einer mit Lichroprep® C18-Material
geflliten Saule. Eluiert wird stufenweise von 100 % Wasser und 0 % Acetonitril auf
100 % Acetonitril in 10 % Schritten bei einem Volumen von je 100 ml. Die Fraktionen
werden mittels HPLC-UV auf Reinheit getestet, Fraktionen mit dem Produkt werden
vereinigt, das Losungsmittel abgezogen und das Produkt lyophilisiert.
Ausbeute: ca. 1g
HPLC 1: Tr: 11,98 min
'H-NMR (400 MHz, CD3OD): 3 (ppm) 2,95 (CH3); 6,23 (d, H an C2’); 7,54 (d, H an
C1); 6,73 (2xs; Han C2, H an C6)
3C-NMR (100 MHz, CD30D): & (ppm) 57,13 (CH3 an C5); 105,39 (aromat. C2 oder
C6); 110,66 (aromat. C2 oder C6); 116,46 (Ethylen C1’
oder C2); 127,15 (C1); 147,21 (aromat. C3 und C5);
147,65 (Ethylen C1’ oder C2’); 150,20 (aromat. C3-C5
oder C1); 171,41 (COOH)
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Abb. C-1: Atomnummerierung fir 5-Hydroxyferulasaure

3.1.3 p-Cumaryl-1l-acetat

Der p-Cumarylalkohol (Chempur, Karlsruhe, Deutschland) (0,01 mmol) wird mit 1 mg
Acetanhydrid und 50 mg trockenem Pyridin fir 24 Stunden bei Raumtemperatur
peracetyliert. Nach Zugabe von 2 ml Wasser und 1 ml Diethylether wird das Pyridin
mittels dreifacher Extraktion mit gesattigter Kupfersulfatiosung (1 ml) aus der
organischen Phase entfernt und anschlieBend das organische Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Die Hydrolyse des Diacetats erfolgt nach der Methode von Allevi und
Mitarbeiter (1998). Dabei wird das Diacetat (0,01 mmol) in 40 ul Aceton geldst, zu 200 pl
Phosphatpuffer (pH 7) gegeben und mit einem Lipasepraparat von Pseudomonas
cepacia versetzt. Die Losung wird bei 25 °C geschuttelt und die Produktbildung mittels
GC-MS kontrolliert. Nach Verbrauch des Diacetats wird die Reaktion durch die Zugabe
von Ethylacetat gestoppt und der Ansatz durch Silicagel filtriert. Die organische Phase

wird im Vakuum ankonzentriert.

3.2 Gewinnung der Erdbeerextrakte

Die frischen oder gefrorenen Erdbeeren (ca. 2 g) werden mit einem Ultra-Turrax und
10- 15 ml Wasser homogenisiert, 15 Minuten bei 2000 x g zentrifugiert und der
Uberstand nach Filtration durch Glaswolle auf eine konditionierte XAD®-Festphasen-
Saule gegeben. Der Ruckstand wird noch zweimal mit 20 ml Wasser extrahiert,
zentrifugiert, filtriert und der Uberstand auf die Festphasen-Saule gespiilt. Die beladene

Saule wird mit 50 ml Wasser gewaschen, im Stickstoff-Strom getrocknet und
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anschlieRend mit 50 ml Diethylether (Aromaextrakt) und 80 ml Methanol
(Glycosidextrakt) eluiert. Die methanolische Phase wird am Rotationsverdampfer auf ca.
0,5 ml eingeengt, in HPLC-Glaschen gespult und bei -20 °C gelagert. Der Aromaextrakt
wird an einer Vigreuxkolonne (Wasserbad, 40 °C) vorsichtig auf ca. 0,4 ml konzentriert,
in GC-Glaschen Uberflhrt und sofort mittels HRGC-MS (System 1 und 2) vermessen.
Der Glycosidextrakt wird am LC-UV-ESI-MS" analysiert.

3.3 Verfahren mit Ribonukleinsauren (RNA)

3.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA fur Northern-Analyse

Die RNA-Isolierung aus Erdbeeren erfolgt Uber eine differentielle Butoxyethanol-Fallung
(2-BE), wobei zunachst selektiv Polysaccharide ausfallen und anschlieBend durch
steigende 2-BE Konzentrationen auch die Nukleinsauren prazipitieren (Manning, 1991).
Die Abtrennung von DNA wird durch Lithiumchloridfallung erreicht.

Gefrorenes Erdbeergewebe (2 - 10 g) wird in einem mit flussigem Stickstoff gekuhlten
Morser fein gemahlen und das Pulver wird in zwei Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt, in
denen jeweils 10 ml Extraktionspuffer und 10 ml Phenol-Chloroform vorliegen. Die
Gefalle werden im Wasserbad erwarmt, mehrmals geschittelt und nach Zentrifugation
bei 20000 x g (10 Minuten, RT) wird die obere wassrige Phase abgetrennt sowie die
verbleibende untere und Interphase nochmals mit 10 ml Extraktionspuffer extrahiert. Die
wassrigen Phasen der ersten und zweiten Extraktion werden vereinigt und mit dem
gleichen Volumen an Phenol-Chloroform wiederum extrahiert. Die wassrige Phase wird
mit Wasser auf das 2,5 fache Volumen verdinnt und durch Zugabe von 1 M
Natriumacetat (pH 4,5) wird die Natriumkonzentration auf 80 mM eingestellt. Die Losung
wird erneut mit 0,4 Volumen 2-BE versetzt, fir mind. 30 Minuten auf Eis inkubiert, die
ausgefallten Polysaccharide bei 20000 x g sedimentiert (0 — 4 °C, 15 Minuten) und das
Zentrifugat mit weiteren 0,6 Volumen 2-BE (gekuhlt) versetzt. Die Losung wird mind.
30 Minuten auf Eis inkubiert und anschliel3end wie zuvor zentrifugiert. Das durchsichtige
Nukleinsaureprazipitat wird sukzessive mit Extraktionspuffer/2- BE (1:1, v/v),
Ethanol/0,1 M Kaliumacetat (pH 6,0) (70:30, v/v) und Ethanol gewaschen und kurz
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getrocknet. Die Nukleinsduren werden in max. 4 ml Wasser geldst (Konz. > 1 mg/ml)
und mit 12 M Lithiumchloridldsung eine LiCl-Konzentration von 3 M eingestellt. Nach
einigen Stunden auf Eis - besser Uber Nacht - wird die prazipitierte RNA durch
Zentrifugation (11600 x g, 0-4 °C, 10 Minuten) abgetrennt. Das RNA-Pellet wird
anschieltend zwei Mal mit 1 ml 3 M LiCl und je einmal mit Ethanol/0,1 M Kaliumacetat
(pH 6,0) (70:30, v/v) und Ethanol gewaschen. Nach kurzem Trocknen wird die RNA in
100 ul Wasser gelost und bei -20 °C gelagert. Konzentration und Reinheit der isolierten
RNA werden durch photometrische Messungen bei 230, 260 und 280 nm bestimmt. Die

Berechnung der Konzentration ergibt sich aus folgender Gleichung:

60 X Verdunnungsfaktor x 40

E
RNA [ug / pl] = 1000

Aus dem Verhaltnis von Ezgo/E230 und Ezeo/E2so l@sst sich eine Aussage uber die
Verunreinigung mit Polysacchariden bzw. Proteinen treffen. Ausreichend reine RNA-

Praparationen weisen Werte von 1,8 bis 2,0 auf (Lottspeich und Zorbas, 1998).

3.3.2 Elektrophoretische Auftrennung im Agarosegel

Zur qualitativen und quantitativen Uberpriifung der RNA-Praparationen und zur
Durchfihrung von Expressionsstudien wird die gewonnene RNA im Agarosegel unter
denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt.

Zur Uberprifung der RNA-Isolierung werden jeweils 1 pg, fur Northern Blots jeweils
10 uyg Gesamt-RNA in gleichen Volumina Wasser gelost (20 oder 40 pl), mit 1/5
Volumen RNA-Ladungspuffer versetzt und 5 Minuten bei 65 °C denaturiert. Nach
2 Minuten auf Eis werden die Proben im denaturierenden 1 x MEN-Agarosegel bei einer
Spannung von 70 - 80 V aufgetrennt. Gegebenenfalls wird zusatzlich zu den zu
untersuchenden Proben ein RNA-Grol3enstandard (RNA Ladder, New England BiolLabs,
Frankfurt, Deutschland) aufgetragen. Die Visualisierung der RNA erfolgt durch

Fluoreszenz des eingelagerten Ethidiumbromids unter UV-Licht.
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3.3.3 Transferverfahren fur RNA

Der Transfer von RNA-Molekulen aus einem Agarosegel auf eine Membran erfolgt Uber
Kapillarkrafte.

Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung wird das Gel mit den offenen
Taschen nach oben orientiert, luftblasenfrei auf eine mit Transferpuffer (10 x SSC)
getrankte Nylonmembran (Hybond-N, Amersham Life Science, Freiburg, Deutschland)
gelegt. Diese befindet sich auf einem Stapel (10-15 cm) aus saugfahigem
Zellstoffpapier, der von zwei Lagen getranktem Filterpapier (Whatman 3MM; Whatman,
Brentford, Grol3britannien) bedeckt wird. Sowohl die Membran als auch das Filter- und
Zellstoffpapier werden vorher in der GrolRe des Gels ausgeschnitten. Auf das Gel wird
ein etwa 20 cm langer Filterpapierstreifen (Whatman 3MM) gelegt, der auf einer Seite in
ein Reservoir aus 10 x SSC Puffer taucht. Der Transfer erfolgt Gber Nacht vertikal von
oben nach unten. Durch abschlieliendes Bestrahlen mit UV-Licht (120 000 uJ) wird die
RNA kovalent auf der Membran fixiert.

3.3.4 Radioaktive Markierung von RNA

Zur Herstellung einer radioaktiv markierten Sonde wird das ,Ready-To-Go™“DNA
Labelling System (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) eingesetzt,
dem die Methode des ,Oligolabelling“ zugrunde liegt (Feinberg und Vogelstein, 1983;
Feinberg und Vogelstein, 1984). Eine Mischung aus Oligonukleotiden, die alle statistisch
moglichen Nukleotidsequenzen abdecken, dient als Primer fur eine DNA-Polymerase
(,Klenow-Fragment®). Durch Zusatz eines markierten Nukleotids (3000 Ci/mmol) ist die
Synthese einer RNA mit hoher spezifischen Aktivitat (>109 dpm/ug) maoglich. Das
System stellt ein Lyophilisat aus dATP, dGTP, dTTP, Puffersalzen, Klenow Fragment
FPLCpure™ (7-12 Units) und Zufallsprimern zur Verfigung.

25-50 ng RNA werden in 45 uyl Wasser gelost, 2-3 Minuten bei 95-100 °C denaturiert
und auf Eis inkubiert. Das Lyophilisat wird in der RNA-Lésung aufgeldst, mit 5 pl [a-
%2P1dCTP gemischt und 15-30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nicht eingebaute Nukleotide
werden anschlieRend uber eine Sephadex G-50 Saule (ProbeQuant™ G-50; Amersham
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Pharmacia Biotech) abgetrennt. 1 ul der markierten RNA-L&sung wird zur Bestimmung
der eingebauten Radioaktivitat im Szintillationszahler (LSC) vermessen. Die RNA wird
bei 95-100 °C fur 2 Minuten denaturiert und auf Eis inkubiert.

3.3.5 Hybridisierung von Nukleinsauren

Methode 1

Die Membran mit der fixierten RNA wird in eine Hybridisierungsrohre gelegt, mit etwa
10 ml Hybridisierungslésung (Roti-Hybri-Quick; Roth, Karlsruhe, Deutschland) bedeckt
und mindestens 30 Minuten in einem Hybridisierungsinkubator bei 68 °C vorhybridisiert.
Nach Zugabe der denaturierten Sonde erfolgt die Hybridisierung bei 68 °C uUber Nacht.
Um die unspezifisch gebundene Sonde zu entfernen, wird die Membran in zwei
Schritten mit steigender Stringenz (Waschlosung1: 1 x SSC, 0,1 % SDS;
Waschlésung 2: 0,1 x SSC, 0,1 % SDS) bei 68 °C gewaschen. Die Membran wird kurz
an der Luft angetrocknet, in Folie eingeschweil3t und in eine lichtdichte Kassette auf
einen Rontgenfilm (X-Ray Retina; Fotochemische Werke, Berlin, Deutschland) gelegt.
Der Film wird bei -80 °C belichtet und anschlieliend mit speziellen Entwicklungs- und
Fixierlésungen entwickelt. Dafur wird der belichtete Film in der Dunkelkammer eine
angemessene Zeit (etwa funf Minuten) in das Entwicklungsbad eingelegt, anschliel3end

mit Wasser gewaschen etwa funf Minuten im Fixierbad fixiert.

Methode 2

Die Membran mit der fixierten RNA wird 30 Minuten bei 50 °C in 2 x SSC und 0,5% SDS
gewaschen. Mindestens eine Stunde bei 42 °C wird vorhybridisiert in 50% Formamid,
5 x Denhardt, 5 x SSC, 1% SDS, 200 ug Lachssperma-DNA.

Nach Zugabe der Sonde wird Uber Nacht (mind. 16 Stunden) bei 42 °C hybridisiert und

anschlie3end sukzessive mit folgenden Losungen gewaschen:
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1 xin 2 x SSC, RT, 5 min

1 xin2 x SSC mit1 % SDS, 60 °C, 30 min

1 xin2x SSC mit 1 % SDS, 60 °C, 15 min

2 xin 0,1 x SSC mit 0,5 % SDS, 60 °C, 15 min
2 xin 0,1 x SSC

Das Filmauflegen und die Entwicklung erfolgt wie bei Methode 1.

3.4 Verfahren mit Desoxyribonukleinsduren (DNA)

3.4.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Bakterielle Plasmid-DNA wird durch alkalische Lyse der Zellen, Adsorption der DNA an
eine Membran und Elution der Plasmid DNA aufgereinigt.

Zum Einsatz kommt dabei der BioROBOT 9600 als auch das QlAprep Spin Miniprep Kit
(beide Qiagen, Hilden, Deutschland) unter Verwendung einer Mikrozentrifuge.

Die Bakterien werden Uber Nacht in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum
bei 37 °C und 150 upm angezogen. Am nachsten Tag werden die Zellen durch
Zentrifugation geerntet und der Uberstand verworfen. Nach Zugabe der alkalischen
Lésung (enthalt NaOH und SDS, Zusammensetzung dariber hinaus vom Hersteller
nicht angegeben) werden die lysierten Zellen entweder per Hand oder vom BioROBOT
auf die Membranen aufgebracht. Nach Filtration wird das Partikel-freie Filtrat auf eine
Silica-Gel Membran appliziert, welche selektiv Plasmid-DNA in High-Salt Puffer bindet.
Die Elution erfolgt in einem Low-Salt Puffer. Die optimierten Puffer in Verbindung mit der
Silica-Gel Membran sorgen dafur, dass nur DNA an der Membran adsorbiert wird,
wahrend RNA, zellulare Proteine und Metabolite nicht zurickgehalten werden und im
Durchlauf gefunden werden.

Die Plasmid DNA wird in dem Hersteller mitgelieferten Puffer oder dest. Wasser bei
-20 °C aufbewahrt.
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3.4.2 Spaltung der DNA durch Restriktionsendonucleasen

Um weitere Veranderungen oder Charakterisierungen an der DNA vornehmen zu
konnen, muss die Plasmid-DNA mit Hilfe von spezifischen Restriktionsendonucleasen
gespalten werden. Die DNA wird in Puffer oder Wasser in einem Endvolumen von
0,1 ug/ul gelést und mit mindestens einer Unit Restriktionsenzym je Mikrogramm DNA
versetzt. Die Zusammensetzung des Reaktionspuffers wird entsprechend den Vorgaben
der Herstellerfirma (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) variiert. Der
enzymatische Verdau erfolgt in der Regel bei 37 °C innerhalb von 60 bis 120 Minuten.

Die erfolgreiche Restriktion wird anschlieRend mittels Gelelektrophorese Uberprift.

3.4.3 Auftrennung und Wiedergewinnung von DNA Fragmenten

Durch Elektrophorese kdonnen DNA-Fragmente in einem Agarosegel aufgrund ihrer
Grole aufgetrennt werden. Je nach FragmentgrofRe werden 0,7 %ige bis 2 %ige
Agarosegele eingesetzt. Die DNA wandert wegen ihrer negativen Ladung dabei zur
Anode.

Die notwendige Menge an Agarose wird abgewogen, in 1 x TAE-Puffer aufgekocht und
nach kurzem Abkuhlen wird Ethidiumbromid (ad 0,5 pg/ml) versetzt. Die DNA-L6sungen
werden mit dem gewahlten Ladungspuffer versetzt und in die Taschen pipettiert. Parallel
dazu wird ein Grollenstandard (z. B. 1 kb Leiter, Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland)
aufgetragen. Die Elektrophorese findet in 1 x TAE-Puffer, bei einer konstanten
Spannung von 5 — 10 V/cm statt.

Die unter UV-Licht sichtbaren Banden kdnnen unter Verwendung eines Extraktions-Kits
(QIAEX®Il Gel Extraction Kit; Qiagen, Hilden, Deutschland) aus dem Agarose-Gel
wiedergewonnen werden. Das ausgeschnittene Agarosegel-Stick wird dabei in der
Warme in dem mitgelieferten Puffer (enthalt chaotrope Salze, Zusammensetzung
daruber hinaus vom Hersteller nicht angegeben) aufgelost und an QUIAEX Il Partikel
adsorbiert. Andere storende Bestandteile werden mit Waschschritten entfernt und die

nunmehr reine DNA aus den Partikeln mit Wasser eluiert.
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3.4.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

DNA Fragmente werden mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und den Einsatz
spezifischer Primer amplifiziert. Ein 100 pl Ansatz besteht aus:

10 pl 10 x Reaktionspuffer

2 I dNTPs (10 mM)

2,5 ul Primer 1 (100 ng/ul)

2,5 pl Primer 2 (100 ng/ul)

N pl Polymerase

N’ ul steriles Wasser

1 ul DNA Matrize (ca. 10 ng)
Abhangig davon, wie viele Units welcher DNA-Polymerase (Taqg- oder Pfu-Polymerase)
nach Herstellerangaben verwendet werden, wird die Menge an sterilem Wasser
modifiziert. Die Reaktion wird in einem Thermocycler bei folgenden Bedingungen
durchgefuhrt.

Tab. C-1: PCR Bedingungen der verschiedenen Anwendungsbereiche
Sequenzierung/Klonierung Herstellung der Kassetten
fur transgene Pflanzen
Primer Aus vorhergehender Sequenz bestimmt, Aus Sequenzen von
bzw. Teil des Vektors FaGT2 und OMT abgeleitet
DNA-Vorlage Aus cDNA Bibliothek Aus klonierten Genen
Vordenaturierung 94 °C/45 sek 96 °C/30 sek
Denaturierung 94 °C/45 sek 96 °C/30 sek
Annealing 27 x 55 °C/45 sek 35 x 48 °C/30 sek
Amplifikation 72 °C/4 min 72 °C/1 min
Verldngerung 72 °C/10 min 72 °C/10 min

Nach beendeter PCR wird das Reaktionsgemisch in einem Agarosegel aufgetrennt,

unter UV-Licht analysiert und dokumentiert.

3.4.5 Ligation und Transformation

Die Effektivitat einer Ligationsreaktion kann durch den Einsatz eines molaren

Verhaltnisses von 3:1 cDNA:Vektor positiv beeinflusst werden. Die Konzentration kann
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dabei vor der Ligation durch Auftrennung der DNA in einem Agarosegel abgeschatzt
werden. Dabei reprasentiert eine Bande die gerade noch sichtbar ist eine Menge von
etwa 10 ng DNA (E. Salentijn, pers. Mitteilung). Der Ligationsansatz enthalt folgende
Komponenten:

1 ul 10 x Ligase Puffer

N pl cDNA (entsprechend drei Molanteilen)

N’ pl Vektor (entsprechend einem Molanteil)

N” yl Wasser (erganzen zu 10 pyl Gesamtvolumen)

1 ul Ligase (T4 DNA Ligase, 1 U/ul; MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
Die Reaktion wird tber Nacht bei 16 °C inkubiert. Anderntags erfolgt die Transformation
in kompetente E. coli (BL21 Zellen zur Expression, ansonsten XL1-Blue Zellen) mittels
Hitzeschocktransformation.
Fir die Hitzeschocktransformation werden die Bakterien auf Eis aufgetaut. Eine Losung
aus 5 bis 10 ng DNA in einem Volumen von 1 bis 5 yl wird zugefugt. Die Suspension
wird auf Eis 30 Minuten inkubiert. Die Transformation findet bei genau 42 °C fur exakt
30 Sekunden statt. Danach wird fur 2 Minuten auf Eis gekuhlt. Nach dem Abkuhlen
werden 250 pl vorgewarmtes SOC-Medium zugegeben und die Zellen fir eine Stunde
bei 37 °C und 225 upm geschuttelt. Ein Teil der Suspension wird auf Agarplatten mit
dem entsprechenden Antibiotikum (abhangig von dem Vektor und den E. coli Zellen)

ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.4.6 Konstruktion der FaGT und FaRT Expressionsplasmide

Die Konstruktion der cDNA Bibliothek erfolgte durch das Partnerinstitut in den
Niederlanden (Dr. Asaph Aharoni; PRI, Wageningen, Niederlande; Aharoni und
Mitarbeiter, 2000). Die Klone wurden unter Verwendung des Applied Biosystems (Foster
City, CA, USA) Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit und des 310 DNA
Sequenzers vollstandig sequenziert. Die Analyse der Sequenzen erfolgte mittels des
Basic Local Alignement Search Tools (BLAST) am National Center for Biotechnological
Information (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov). Der Expressionsvektor pRSET B
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) wurde verwendet um rekombinante Fusionsproteine zu
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exprimieren. Beispielhaft wird die Vorgehensweise bei FaGT2 beschrieben. Die

entsprechenden Arbeitsschritte bei den anderen Erdbeer-Glycosyltransferasen waren

analog.
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Abb. C-2: Expressionsvektor pRSET B (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), der zur Expression der

Glycosyltransferasen benutzt wurde. Wichtiges Merkmal ist das His-Tag® (6xHis), der
sowohl zur Aufreinigung als auch zur Detektion im Western-Blot Verwendung fand.
Ribosomale Bindungsstelle (RBS), Startcodon, Methionin (ATG), Schnittstelle fur
Enterokinase (EK), Multiple Klonierungsstelle (MCS).

Der komplette offene Leserahmen (ORF) des FaGT2 Gens wird mittels RACE-PCR
(Rapid amplification of cDNA ends) amplifiziert, in den Vektor pGEM T (Promega,
Madison, WI, USA) subkloniert und in 5 und 3’ Richtung mittels Primerwalking
sequenziert. Um den ORF von FaGT2 im Leserahmen in den Expressionsvektor zu
klonieren werden die BamH | und Hind Ill Restriktionsschnittstellen des pRSET B
Vektors verwendet. Unter Einsatz des Vorwartsprimers und des Ruckwartsprimers wird
die kodierende Region von FaGT2 amplifiziert. Diese Primer figen dem ORF von
FaGT2 eine BamH | und Hind Il Schnittstelle am 5’ bzw. 3’ Ende hinzu, so dass das
PCR Fragment in den pRSET B Vektor ligiert werden kann. Der Vorwartsprimer
eliminiert das native Startcodon von FaGT2. Fur die Klonierung wird sowohl der ORF,
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nunmehr mit BamH | und Hind Il Schnittstellen, als auch der pRSET B Vektor
(Invitrogen) mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und ligiert. Es bildet
sich ein Fusionsprotein, mit einem Peptid am N-Terminus, das das translatierte ATG
Initiationscodon (Methionin), sechs Histidireste (His-Tag®), anti Xpress Epitop und einer
Schnittstelle fur Enterokinase besteht, gefolgt vom translatierten ORF von FaGT2 (Abb.
C-2).

Die entsprechenden Primer mit den verwendeten Restriktionsschnittstellen der vier

Glycosyltransferasen sind in der folgenden Tab. C-2 aufgeflhrt.

Tab. C-2: Primer und verwendete Restriktionsschnittstellen der vier Fragaria x ananassa
Glycosyltransferasen
Name Vorwartsprimer Restriktions- pRSET B Restriktions-
Ruckwartsprimer schnittstellen  schnittstellen
FaGT1 5-AAA AAG GGA TCC GCA CCA GTATCA BamH | BamH |
AAC CAG G-
5-AAA AAG GTC GAC GCT CTC TTG TTC Sal | Xho | (Sal | und Xho |
AAT CAA CTG-3’ konnen ligiert werden)
FaGT2 5-AAA AAG GAT CCG GGT TCC GAATCA BamH | BamH |
TTG GTT CA-3
5-AAA AAA AGC TTC CTT ACG ACT CGA Hind lll Hind 111
CTA GTT CA-3’
FaGT3 5-AAT AAC GGA TCC GGA GAAACC TGC BamH | BamH |
AGA GCT CG-3
5-AAT AAC CTC GAG GGA CAA GAT GAT Xholl Xho |
CAA TCC AAG C-3
FaRT1 5-ATA AAC GGA TCC GAG CTC TTC CTC BamH | BamH |
TGC AAC TA-3
5-ATA AAC GTC GAC GTG AACTTC TGA sall Xho | (Sal | und Xho |
AGG CGC TG-3’ koénnen ligiert werden)

Zur Bestatigung des Einbaus der ORF wurden die Konstrukte im Expressionsvektor mit
den Restriktionsenzymen verdaut und mittels Gelelektrophorese analysiert, sowie ein
weiteres Mal vollstandig sequenziert. Dabei wurden die erwarteten Fragmente

detektiert, bzw. die Volllangen-Sequenzen in frame verifiziert.
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3.5 Heterologe Expression

Escherichia coli BL21(DE3)pLysS Zellen (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), die den
Vektor pRSET B (Invitrogen) mit der cDNA der jeweiligen Glycosyltransferase tragen,
werden in 50 ml LB Medium mit 50 pl Ampicillin (100 mg/ml) und 30 ul Chloramphenicol
(34 mg/ml) Uber Nacht bei 37 °C und 200 upm angezogen. Am nachsten Tag lasst man
2,5 ml dieses Expressionsansatzes in 100 ml LB Medium mit den Antibiotika auf eine
ODeggo von 0,6 bis 0,8 wachsen. Die Expression wird durch Zugabe von 1 M IPTG ad
1 mM induziert und erfolgt Uber Nacht bei 16-18 °C und 200 upm. Die Aufarbeitung wird
bei 4 °C, bzw. auf Eis durchgefuhrt. Die Zellen werden bei 3000 x g 10 Minuten
zentrifugiert, der Niederschlag in einen gekuhlten Morser gegeben, mit der doppelten
Menge an gewaschenen Glass-Beads versetzt und mit dem Pistill bearbeitet bis eine
homogene Masse entsteht. Diese wird mit 8 ml gekuhltem 1 x Wasch/Extraktionspuffer
(50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl, pH 7) aufgenommen, bei 2000 x g zentrifugiert und
der Uberstand auf 500 mg mit Wasch/Extraktionspuffer aquilibrierten Talon®-Harz
(Clontech, Mountain View, CA, USA) aufgebracht. Nach einstiindiger Adsorption auf Eis
und drei Waschschritten mit je 25 ml Wasch/Extraktionspuffer auf Eis wird mit Imidazol-
Puffer (50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl, 150 mM Imidazol, pH 7) in der Kalte (4 °C)
eluiert. Qualitdt und Quantitdt der Aufreinigung kann mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) Uberpruft werden.

3.6 Verfahren mit Proteinen

3.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur qualitativen und quantitativen Abschatzung des durch Affinitatschromatographie

aufgereinigten  Proteinextraktes wird eine Auftrennung in einem 10%igen

Polyacrylamidgel durchgefuhrt (Neville, 1971).

Trenngel: 424 mM Tris/HCI (pH 9,18), 10 % Polyacrylamid, 0,1 % SDS,
0,045 % TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin), 0,06 % APS

(Ammoniumpersulfat)
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Sammelgel: 54 mM Tris/H2SO4 (pH 6,10), 6 % Polyacrylamid, 0,1 % SDS, 0,1 %
TEMED, 0,1 % APS

Unterpuffer: 424 mM Tris/HCI (pH 9,18)

Oberpuffer: 41 mM Tris/Borsaure (pH 8,64), 0,1 % SDS

100 pl der Bakterienlosung oder Proteinlosung werden zentrifugiert (10000 x g,
1 Minute), mit 120 pl 4 % SDS und 40 pul Auftragspuffer (Roti®-Load 1; Roth, Karlsruhe,
Deutschland) versetzt und 10 Minuten bei 95 °C denaturiert. Nach kurzem Abkuhlen
werden die Proben zentrifugiert (10000 x g, 1 Minute) und die Taschen des Gels gefillt.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei konstanter Stromstarke (30 mA) im
Polyacrylamid-Gel. Als Molekulargewichtsmarker dienen Roti®-Mark 10-100 (Roth) oder
SDS-Protein-Standard (Sigma, Deisenhofen, Deutschland).

Die Detektion erfolgt durch Coomassiefarbung.

Coomassie-Farbung (Sambrook und Mitarbeiter, 1989)
Losung 1: 120 ml Methanol
124 ml Essigsaure
0,33 g Coomassie Blau
120 ml Wasser
Losung 2: 10 % Methanol
7 % Essigsaure
Das Gel wird ca. eine Stunde in Losung 1 gefarbt, mehrmals mit Wasser gewaschen
(u.U. kurz in der Mikrowelle mit Wasser aufgekocht) und Uber Nacht in Lésung 2

entfarbt.

3.6.2 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgt nach der von Bradford (1976)

entwickelten Methode.
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Bradford-Losung: 100 mg Coomassie Brilliantblau G-250 in
50 ml 95% Ethanol auflosen.
100 ml 85% (w/v) Phosphorsaure zugeben und mit Wasser
auf 1 Liter auffullen.
Die Proteinlésung, die 10 bis 100 ug Protein enthalt wird mit dem jeweiligen Puffer auf
100 pl verdinnt. 5 ml der Bradfordlosung werden zugegeben. Nach gutem
Durchmischen wird nach frGhestens 2 Minuten und spatestens 1 Stunde die Extinktion
bei 595 nm gegen den Puffer als Leerwert bestimmt.
Zur Aufnahme der Kalibriergeraden werden 10 bis 100 ug BSA (Rinderserumalbumin,
Fraktion V; Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in 100 ul Extraktionspuffer gelést und wie

oben beschrieben vermessen.
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Abb. D-1: Kalibriergerade zur Proteinbestimmung nach Bradford (1976). Als Standard wurde

Rinderserumalbumin (BSA) verwendet

3.6.3 Western-Blot

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen mit His-Tag® wird ein Western-Blot
durchgefuhrt. Daflr werden 100 pl der pelletierten Bakterienlosung (10000 x g,
1 Minute) mit 120 pl 4% SDS, bzw. 60 ul Zell-Lysat oder 60 pl aufgereinigtes Zell-Lysat
mit 60 pl 4 % SDS, und 40 pl Auftragspuffer 10 Minuten bei 95 °C denaturiert. Nach
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elektrophoretischer Trennung werden die Proteine aus dem Gel auf Nitrocellulose

geblottet.

Anodenpuffer 1: 0,3 M Tris, 20% MeOH

Anodenpuffer 2: 0,025 M Tris, 20% MeOH
Kathodenpuffer: 0,04 M 6-Aminohexansaure, 20% MeOH
Anordnung fur den Blot:

Anode

3 x Whatmanpapier in Anodenpuffer 1

3 x Whatmanpapier in Anodenpuffer 2

Nitrocellulose in Anodenpuffer 2

SDS-Gel mit den Proteinen

3 x Whatmanpapier in Kathodenpuffer
Kathode

Der einstiindige Transfer erfolgt bei einer konstanten Stromstarke von 0,8 mA/cm?.

Die Nitrocellulose wird mind. 20 Minuten in eine Blocklosung (5% Milchpulver, fettfrei, in
1 x PBS/Tween) gelegt, anschlieend mit 500 pl Blockldsung und %2 ul Anti-His
Antikorper eine Stunde inkubiert und dreimal je 5 Minuten mit PBS/Tween gewaschen.
Die zweite Antikorperinkubation erfolgt mit Anti-Maus Antikorper (10 ml Block mit 1 pl
Anti-Maus Antikorper, eine Stunde). Danach wird dreimal je 5 Minuten mit PBS/Tween
und zweimal in 1 x TBS gewaschen. Die Detektion erfolgt mit NBT/BCIP-Lésung. Dafir
werden 66 pl NBT (Nitroblau Tetrazolium; 18,75 mg/ml) mit 10 ml Puffer (100 mM NacCl,
5 mM MgCl,, 100 mM Tris, pH 7) und 33 pl BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat p-
Toluidinsalz; 9,4 mg/ml in 67% DMSO) gemischt, Uber die vorbereitete Nitrocellulose
gegeben und in der Dunkelheit entwickelt. Die Auswertung erfolgt optisch nach

Waschen der Nitrocellulose mit Leitungswasser.
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3.6.4 Aktivitatsassay

Die Standard Assay Mixtur besteht aus:
182,5 pl Puffer (100 mM TrisHCI, 10 % Glycerin, 5 mM Na-Disulfit,
5 mM 2-Mercaptoethanol, pH 8,5)
5 ul Substratlésung (Stammldésung 0,1 bis 100 mM)
50 pl Enzymldsung
12,5 yl UDPG*/UDPG-L6sung
Y= 250 pl

Fir die UDPG*/UDPG-L6sung werden 1 uyl markierte UDPG* (¢ = 16,667 uM) und 99 ul
unmarkierte 101 mM UDPG-L6sung gemischt (100 yl UDPG*/UDPG = 100 mM). Die
Inkubationsdauer betragt 30 Minuten. Die Produkte werden durch Zugabe von
wassergesattigtem n-Butanol extrahiert und 800 pl des Extraktes mit 10 ml
Szintillationscocktail im Fllssigszintillationszahler (LSC) vermessen.

Zur Bestatigung der Struktur der Saureglucoside wird eine alkalische Hydrolyse
durchgefuhrt, da hierbei nur Esterbindungen angegriffen werden, nicht jedoch
O-Glucoside. Dafur wird der Standardassay angesetzt, inkubiert, anschlielend jeweils
vor und nach alkalischer Hydrolyse mittels Radio-HPLC (HPLC 4) analysiert. Zur
Hydrolyse wurden 90 pl des Assays mit 10 yl 1 M NaOH eine Stunde bei
Raumtemperatur stehen gelassen, und danach mit 10 pl 1 M HCI wieder angesauert
und mittels HPLC mit Radiodetektion (HPLC 4) vermessen.

3.7 Herstellung transgener Pflanzen

3.7.1 Herstellung der Konstrukte und Transformation der Pflanzen

Fir die Herstellung der Sinn- und Gegensinnkonstrukte werden die jeweiligen offenen
Leseraster (ORF), bzw. Teile daraus unter der Kontrolle des CaMV 35S Promoters in
den Vektor pGD121, welcher ein Derivat des Vektor pBINPLUS darstellt, ligiert (Van
Engelen und Mitarbeiter, 1995; Abb. C-3). Die Entscheidung, ob der vollstandige ORF
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(fur Sinnkonstrukte zwingend) oder nur ein Teil daraus (fir Gegensinnkonstrukte
moglich) verwendet wird, wird durch die An- bzw. Abwesenheit der Schnittstellen der
verwendeten Restriktionsenzyme in den jeweiligen ORF determiniert. Tab. C-3 zeigt die
Konstrukte, die fir die Sinn und Gegensinn Transformationen verwendet werden. Nach
Ligation der Fragmente werden die Vektoren in E. coli vermehrt und der Einbau der

Fragmente mittels Restriktionsverdau mit den angegebenen Restriktionsenzymen

uberpruft.

Tab. C-3: Strategie flr die Herstellung von Sense- und Antisensekonstrukten fir anschlieRende
Pflanzentransformationen. AuRRer im Falle des Antisensekonstruktes bei FaGT2 wurden in
allen Fallen der vollstandige offene Leserahmen (ORF) zur Transformation verwendet.

Sinnkonstrukte Gegensinnkonstrukte

OMT Restriktionsverdau des ORF von Restriktionsverdau des ORF von
OMT mit BamH | und Xho I? OMT mit BamH | und Xho I’
Restriktionsverdau des  Vektors Restriktionsverdau des Vektors
pGD121 mit BamH | und Xho | pGD121 mit BamH | und Sal |
Ligation beider Fragmente Ligation beider Fragmente

FaGT2 Addition zusatzlicher Hind Il und Restriktionsverdau eines Teils

BamH | Restriktionsschnittstellen
zum ORF von FaGT2?
Restriktionsverdau des  Vektors
pGD121 mit Hind IIl und BamH |

Ligation beider Fragmente

des ORF von FaGT mit BamH |
und Sal I*

Restriktionsverdau des Vektors
pGD121 mit BamH | und Sal |

Ligation beider Fragmente

Fir die anschlieBende Transformation werden 40 pl elektrokompetente AglO

(Agrobacterium tumefaciens) zusammen mit etwa 40 ng (enthalten in 1 — 4 pl) DNA in
ein steriles Reaktionsgefald gegeben. Es wird einmal gepulst (2,5 kV; 25 rF; R = 200 Q;
Reaktionszeit 4 — 5 ms). Unmittelbar darauf werden 800 ul kaltes SOC Medium

2 Restriktionsschnittstellen bereits vorhanden

% Primer FaGT-sense-Hindlll: 5-AAA AAG CTT ATG GGT TCC GAATCA TTG GT-3’; FaGT-sense-BamHI: 5-TTT
GGATCC TTACGACTC GACTAGTTC AA-3

* Primer FaGT-antisense-Sall: 5-AAA GTC GAC GGT TCC GAA TCATTG GT-3’; FaGT-antisense-BamH|I: 5-TTT
TGG ATC CCA CAA ACG AGC CAT GTA-3
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zugegeben und flr eine Stunde bei 28 °C geschuttelt. 100 pl des Ansatzes sowie das
Pellet (500 upm, 10 s) werden auf eine Agarplatte mit 50 pg/ml Kanamycin und 50 pyg/ml
Rifamicin ausplattiert. Die Platten werden zwei Tage bei 28 °C bebritet. Eine einzelne
Kolonie wird auf einer zweiten LB-Platte mit denselben Antibiotika ausgestrichen und
erneut zwei Tage bei 28 °C bebrutet. Hiervon wird eine einzelne Kolonie in flissigem
LB-Medium mit den Antibiotika Uber Nacht bei 28 °C angezogen. Am nachsten Tag wird
bei 2900 upm 10 Minuten zentrifugiert, das Pellet in 1 ml flussigem MS-Medium mit AcS
(Acetosyringon) suspendiert und auf 20 ml mit flissigem MS mit AcS aufgefullt (ODggp =
0,2 bis 0,9).

945

" [Sall BamHI Kpnl Xhol
. Xbal Smal Sacl

975
Ascl23
;_-;Sph_l‘.f.l : Smal, 1232
1 Pstl 47 .EcoRV,799 : {ECORL1257
| ECORL,S3 ] HindlI1,930 £ Pacl, 1243
K—'I'm‘_ SECE TS ST ] 0 S T LA R S | '! B 7 F‘q'm{ R e i

33SDE AMV NOS-T

K pBINPLUS |

Abb. C-3: Transformationsvektor pGD121, ein Derivat des Vektors pBINPLUS (Van Engelen und
Mitarbeiter, 1995). Ausgehend von pBINPLUS wurde zwischen den Pacl und Ascl
Klonierungsstellen der doppelt verstarkte CaMV 35 S Promotor (35SDE) sowie der Nos
Terminator (NOS-T) und eine multiple Klonierungsstelle (nach Base 945) eingesetzt. Im
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pBINPLUS Vektor sind bereits die flir Pflanzentransformationen wichtige rechte und linke
Grenze der T-DNA enthalten.

Von vier bis sechs Wochen alten Erdbeerpflanzen, welche in MS30 Medium mit 0,1 mg/I
Indolbuttersaure und 0,1 mg/l Benzylaminopyrin herangezogen worden waren, werden
die kleinen grinen Blatter abgeschnitten. Aus diesen werden pro Konstrukt etwa 100
Blattscheiben ausgestanzt (&4 1 cm), mit der Oberseite nach unten auf
Kokultivierungsmedium (ZN102 mit AcS) aufgelegt und mit einer 20 ml Kultur der
transformierten Agrobakterien Ubergossen. Nach 20 Minuten werden die Blattscheiben
auf steriles Filterpapier gelegt, das sich auf einer Platte mit ZN102 Medium mit AcS
befindet. Die Platten werden mit Parafilm® verschlossen und 72 Stunden bei 21 °C im
Dunkeln gehalten. Danach werden die Blattscheiben auf Selektionsmedium
ZN102 + Sel gelegt und zwei bis drei Wochen angezogen (T = 18 °C, 12 Stunden Licht).
Danach werden sie auf frisches Selektionsmedium ZN102 + Sel wiederum fur zwei bis
drei Wochen gelegt. Nach vier bis sechs Wochen werden die regenerierten Pflanzen in
Erde gesetzt und in das Gewachshaus gebracht (26 £ 2 °C, 16 Stunden Licht).

3.7.2. Quantitative RNA-Analyse transgener Erdbeerpflanzen mittels quantitativer
Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)

Fir die quantitative Bestimmung der RNA-Menge wird zunachst Gesamt-RNA isoliert, in

cDNA umgeschrieben und mittels Echtzeit-PCR bestimmt.

3.7.2.1 Isolation von Gesamt-RNA aus Erdbeeren

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgt mit folgendem Miniprep Protokoll unter
Verwendung von CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid). Zu 4 ml CTAB-Puffer werden
40 pl p-Mercaptoethanol und ein kleiner Loffel des in flussigem Stickstoff
homogenisierten Pflanzenmaterials (ca. 50 mg Blatter, bzw. Frucht) gegeben, mit 4 ml
Chloroform versetzt, gut geschuttelt (zwei Minuten Vortex) und fur vier Minuten bei 2000
upm zentrifugiert. Die obere Phase (3,5 ml) wird mit dem gleichen Volumen Chloroform

gemischt, geschuttelt und zentrifugiert. Zur oberen Phase wird nun ein identischer
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Volumenanteil Isopropanol gegeben um die DNA und RNA auszufallen. Es wird fur 15
Minuten bei 2000 upm und Raumtemperatur zentrifugiert. Das nahezu unsichtbare
Pellet wird mit 70% Ethanol gewaschen und fur 5 Minuten bei 2000 upm zentrifugiert.
Das Pellet wird in 200 ul 65 °C warmen Wasser geldst und mit 67,6 pyl 8 M LiCl versetzt
um DNA von RNA zu trennen. Die Ausfallung der RNA findet bei -20 °C fir mind. 20
Minuten statt. Danach wird bei 10000 x g 30 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet
wird nach einem letzten Waschschritt mit 70% Ethanol getrocknet und in 20 uyl Wasser
aufgenommen. Die Kontrolle der Aufarbeitung erfolgt qualitativ = mittels
Gelelektrophorese in einem 1,4-%igen Agarosegel und quantitativ mittels UV-

Photometrie.

3.7.2.2 Rucktranskription von RNA in cDNA

Vor der eigentlichen Echtzeit PCR muss die RNA in cDNA zurlickibersetzt werden, da
RNA nicht als Template in der PCR dienen kann. Fur den Echtzeit Assay wird
Erststrang cDNA mit DNasel-behandelter (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) RNA
hergestellt. Daflr wird das TagMan® Reverse Transcription Reagent (Perkin Elmer,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) verwendet.

In einem ersten Schritt wird die RNA mittels Behandlung mit DNase von DNA befreit.

FiUr die DNasel Behandlung wurde folgendes Protokoll verwendet:

N ul entsprechend 1 pg RNA (Quantifiziert mittels UV)

1 ul 10 x DNase Puffer

1 pl DNasel (2000 U/ml)

N’ ul Wasser

= 10l

Der Ansatz wird 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, mit 1 pl EDTA versetzt und
10 Minuten auf 65 °C erhitzt.
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Fir die Reverse Transkriptase Behandlung findet folgendes Protokoll Verwendung:

10 x Rt Puffer

MgCI2

dNTP

Random hexamer Primer
RNase Inhibitor

Wasser

1 ug DNA-freie RNA

Multiscribe Reverse Transcriptase

5 ul

11 ul
10 pl
2,5 ul
1l
8,25 i
37,75 ul
11 ul
1,25 pl

(In der Kontrolle wird hier Wasser verwendet)

> Volumen =50 pl

Die Reverse Transkriptase Bedingungen sind folgende:

Rt-Reaktion Inkubation Reverse Transkription Reverse Transkriptase Inaktivierung

Zeit 10 min 30 min 5 min

Temperatur 25 °C

48 °C 95 °C

3.7.2.3 Quantitative Echtzeit PCR (QRT-PCR)

Die quantitative TagMan® PCR enthalt in einem Volumen von 20 pl neben der
Erststrang cDNA (aus 10 pg RNA), 10 x TagMan Puffer A, 5,5 mM MgCI2, 200 yM
dATP, 200 pyM dCTP, 200 pM dGTP, 400 uyM dUTP, 0,01 U/ul AmpErase Uracil-n-
Glycosylase, 0,025 U/ul AmpliTag Gold DNA Polymerase (alle von Perkin Elmer,

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) sowie folgende Primer in den angegebenen

Konzentrationen:

Sinn FaGT-F
Sinn FaGT-R
Sinn OMT-F
Sinn OMT-R

(800 nM): 5'-AGA TGA AGC AAA ACG CCT TGA-3’
(100 nM): 5'-ACC CTC CCT CGG AAA AAG C-3
(800 nM): 5'-AGT TGG ATT TTG GAT GCT GTC AT-3’

(800 nM): 5'-AGA TCA GCA CAG CAT CTC AAA AAC-3’
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Gegensinn FaGT-F (800 nM): 5'-GAG GGT CGT CGG ACA GGA A-3
Gegensinn FaGT-R (200 nM): 5-TGA TCC TCC TAA CCT CGT CCA-3
Gegensinn OMT-F (800 nM): 5-TTT TGA GAT GCT GTG CTG ATC TAT C-3&
Gegensinn OMT-R (800 nM): 5'-TAT GGT GCA AAT TCC ACATGC T-3

Alle Reaktionen werden dreifach ausgefuhrt. Die Parameter fur die PCR-Reaktion sind
50 °C fur 2 Minuten, 95 °C fur 10 Minuten, gefolgt von 40 Zyklen von 95 °C fur 15 s und
60 °C far 1 Minute. Als endogene Kontrolle dient eine cDNA aus Erdbeeren, von
welcher das Expressionsmuster in verschiedenen Erdbeeregeweben mittels Northern-
Hybridisierung gezeigt wurde (Daten nicht gezeigt, freundlicherweise Uberlassen von Dr.
A. Aharoni, PRI). Diese cDNA zeigte Ahnlichkeit zu einem Gen eines vermuteten DNA-
Bindungsproteins aus Arabidopsis thaliana (dbp). Um den dbp cDNA Level zu
bestimmen wird ein Vorwarts dbp-Primer (5-TTG GCA GCG GGA CTT TAC C-3') und
ein Riickwarts dbp-Primer (5-CGG TTG TGT GAC GCT GTC AT-3') in dem TagMan®
Assay eingesetzt. Alle PCR Reaktionen werden im ABI Prism 7700 Sequence Detection
System (Perkin Elmer, Applied Biosystems) durchgefuhrt. Fur die Echtzeit Analyse
werden die PCR Produkte direkt detektiert indem die zunehmende Fluoreszenz
gemessen wird.

Das TagMan®-System beinhaltet eine Sonde, die sich zwischen den Annealingstellen
der Vorwarts- und Ruckwartsprimer anlagert. Diese Sonde enthdlt einen
fluoreszierenden Farbstoff am 5’-Ende und einen Quencher am 3’-Ende (Abb. C-4). Im
intakten Zustand ist durch die raumliche Nahe von Reporterfarbstoff und Quencher die
Fluoreszenz, die von dem Reporterfarbstoff emittiert wird stark reduziert. Die Sonde
lagert sich wahrend des PCR-Prozesses an die Zielsequenz stromabwarts von einer der
Primerbindungsstellen an und wird durch die 5’-Nucleaseaktivitat der Tag-Polymerase
gespalten. Durch die Spaltung der Sonde wird der Reporterfarbstoff vom Quencher
getrennt (Abb. C-4), wodurch das Reporterfarbstoff-Signal emittiert werden kann.
Weiterhin wird durch die Spaltung der Sonde diese vom Zielstrang getrennt, weswegen
die Extension bis zum Ende des Template-Stranges stattfindet. Daher ist die Zugabe
der Sonde ohne Einfluss auf den generellen PCR-Prozess. Durch den fortschreitenden

PCR-Prozess werden immer mehr Reporterfarbstoff-Molekile freigesetzt, die zu einem
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Anstieg der Fluoreszenz fuhren, welche proportional zur Menge an amplifiziertem

Material ist.
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Abb. C-4:

T

= % _9

e

Mechanismus des TaqMan® Real Time PCR Systems. Eine Sonde lagert sich zwischen
den PCR-Primer Bindungsstellen an (links oben). Diese Sonde enthalt einen
Reporterfarbstoff (Reporter dye), dessen Fluoreszenz von einem Quencherfarbstoff
(Quencher dye) reduziert wird. Durch den fortschreitenden PCR-Prozess gelangt das
Amplikon schlie3lich zu der Sonde (rechts oben). Durch die 5-Nucleseaktivitat der Taqg-
Polymerase in der fortschreitenden PCR-Reaktion wird die Sonde gespalten (unten). Die
raumliche Nahe von Reporter- und Quencherfarbstoff wird aufgehoben, und das
Reporterfarbstoff-Signal kann emittiert werden. Durch die Entfernung der Sonde wird der
Fortgang der PCR-Reaktion nicht behindert.

Die Amplifizierung wird als normalisiertes Reportersignal gegen die Zahl der PCR

Zyklen aufgetragen. Das normalisierte Reportersignal, AR,, wird zu einem internen

Referenzfarbstoff normalisiert und um den Basislinien-Wert korrigiert. Fur jede Reaktion

wird der Schwellenwert-Zyklus (Ct) bestimmt, welcher definiert ist als der PCR Zyklus

bei welchem ein statistisch signifikanter Anstieg von AR, zuerst detektiert wird. Die

abschlie3ende relative Quantifizierung wird unter Verwendung der vergleichenden C+-
Methode (User bulletin no. 2, ABI PRISM 7700 Sequence Detection System, December
1997; Perkin-Elmer, Applied Biosystems) durchgefiihrt, in welchem die Unterschiede in

den Ct-Werten fur die endogene Kontrolle dbp und fur das jeweilige zu untersuchende

Amplikon als Differenz ACt berechnet wurden. Fur den Vergleich zweier Proben werden
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die ACy-Werte voneinander abgezogen, was den AACt-Wert liefert. SchlieRlich wird die

2-AAC

relative Menge an Ausgangs-mRNA Kopien durch T berechnet.
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D Zusammenfassung

Fruchtentwicklung und Fruchtreifung beruhen auf einer komplexen Abfolge von
Zellteilungs-, Zellwachstums- und Differenzierungsprozessen. Storungen innerhalb
dieser Reaktionsablaufe kdnnen einen entscheidenden Einfluss sowohl auf die Qualitat
als auch den Ertrag von Fruchten haben. Neben klassischer Zuchtung wird hier in der
Zukunft die gezielte Modifizierung einzelner Merkmale durch die Expression eingefuhrter

Gene eine wesentliche Rolle spielen.

Die Veranderungen der Grole, Textur, Farbe und Aroma, die im Verlauf der
Fruchtreifung stattfinden gehen mit Veranderungen der Aktivitat und Menge der
beteiligten Enzyme, Transkripte und Gene einher. Untersuchungen Uber die in-vitro-
Funktion von Enzymen liefern immer nur ein fragmentarisches Bild von der Rolle, die
diese Biokatalysatoren in planta spielen. Studien, die die Bedeutung von Enzymen bei
der Genese von reifekorrelierten Komponenten in Fruchten klaren sollen, beinhalten
daher neben der Charakterisierung nach heterologer Expression auch immer die

Klarung der in-vivo-Funktion durch Generierung transgener Pflanzen.

Die vorliegende Arbeit prasentiert neue Erkenntnisse zur Expression und Funktion einer
Chalconsynthase, O-Methyltransferase und Glucosyltransferase, die im
Fruchtreifungsprozess bei der Biosynthese von Sekundarmetaboliten in Erdbeeren

(Fragaria spp.) eine Rolle spielen.

Chalconsynthasen (CHS) katalysieren die Bildung von Chalcon, dem Vorlaufer der
Flavonoide, aus einem Molekil p-Cumaroyl-CoA und drei Molekilen Malonyl-CoA.
Durch Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation von Erdbeerblattern
(Fragaria x ananassa cv. Calypso) mit einem Chalconsynthase Gegensinn Genkonstrukt
einer reifekorrelierten CHS cDNA von Fragaria x ananassa cv. Elsanta (FaCHS) wurden
transgene Pflanzen erhalten, die einen stabilen Phanotyp mit rosa Frichten im reifen
Zustand aufwiesen. Die untersuchte transgene Linie zeigte ein CHS mRNA Niveau das

auf 2% im Vergleich zu Kontrollen gesunken war. Die Mengen an p-Cumar-, Kaffee- und



128 D Zusammenfassung

Ferulasaure-D-glucoseester waren gegenuber den Kontrollfriichten erhéht, wahrend p-
Hydroxybenzoesaure-D-glucoseester in geringerer Konzentration detektiert wurde. Bei
den analysierten fluchtigen Verbindungen konnte p-Cumaryl-1-acetat nach Synthese der
Referenzverbindung eindeutig als Hauptkomponente identifiziert werden, die in
zehnfach héherer Menge in den transgenen Fruchten als in den Kontrollen vorhanden
war. Durch die Transformation der Erdbeerpflanzen mit dem CHS-Konstrukt werden die
Konzentrationen der Verbindungen in Richtung der Flavonoide und Anthocyane
herabreguliert wahrend Substanzen stromaufwarts des Phenylpropanoidpfades
akkumulieren. Diese Veranderung des Stoffwechsels bewirkt, dass Minorkomponenten
der Wildtyppflanzen in hohen Konzentrationen in transgenen Pflanzen nachgewiesen

werden konnen.

O-Methyltransferasen (OMT) katalysieren die Methylgruppen Ubertragung von S-
Adenosyl-L-methionin  auf Hydroxyfunktionen verschiedener Naturstoffe unter
Ausbildung der entsprechenden Methylether. Kirzlich wurde eine OMT aus reifen
Erdbeerfrichten (FaOMT) kloniert, heterolog exprimiert und charakterisiert. Diese setzte
sowohl o-Diphenolverbindungen als auch das flr das Erdbeeraroma wichtige 4-
Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (HDMF) um. Die Transkripte wurden reifekorreliert
exprimiert. Fur die weitere Charakterisierung sind Erdbeerpflanzen mit Konstrukten
transformiert worden, die das FaOMT Gen jeweils in Sinn- und Gegensinnrichtung unter
Kontrolle des CaMV 35S Promoters enthielten. Pflanzen mit veranderter FaOMT-
Expression wurden mittels quantitativer Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)
selektiert und instrumentell-analytisch untersucht. In den Gegensinnpflanzen, die
weniger als 25 % der FaOMT mRNA der Kontrollpflanzen besalien fuhrte die Einfuhrung
des Konstruktes zu einem nahezu vollstandigen Verschwinden von 4-Methoxy-2,5-
dimethyl-3(2H)-furanon, dem Methylierungsprodukt von HDMF. Die Gehalte der
anderen fluchtigen Verbindungen blieben unbeeinflusst. Weiterhin bewirkte die
Repression des FaOMT Gens eine Anderung des Mengenverhéltnisses von
Kaffeesaure-D-glucoseester und dessen methylietem Derivat Ferulasaure-D-
glucoseester hin zum nichtmethylierten Derivat. Frichte, die mit dem Sinnkonstrukt
transformiert worden waren zeigten keine signifikanten Veranderungen in den

Furanonverhaltnissen gegenuber den Kontrollen, mit Ausnahme einer Pflanze, die eine
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geringere Menge an Transkripten enthielt (Co-Suppression) und Metabolitenverhaltnisse
wie die Gegensinnpflanzen aufwies. FaOMT ist daher sowohl an der Bildung von 4-
Methoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon  als auch  Ferulasaurederivaten in  der

Erdbeerpflanze beteiligt.

Ein groRer Teil der pflanzlichen Sekundarmetabolite liegt glycosidisch gebunden vor.
Far die Derivatisierung der Prakursoren sind Glycosyltransferasen (GT) verantwortlich.
Die Vielzahl der glycosylierten Strukturen impliziert eine gewisse Vielzahl der
Glycosyltransferasen bei der entsprechenden Pflanzenspezies. So konnten aus einer
EST (,expressed sequence tags‘)-Datenbank von Erdbeerfrichten vier verschiedene
cDNAs identifiziert werden, die groRe Ahnlichkeit zu Glycosyltransferasen zeigten. Nach
vollstandiger = Sequenzierung, Klonierung und heterologer Expression der
entsprechenden Proteine wurden die Substratspezifitaten getestet. Fragaria x ananassa
Glucosyltransferase 2 (FaGT2, 555 Aminosauren, 61,4 kDa) zeigte Aktivitat gegentber
Zimtsaure, Benzoesaure und deren Derivate unter Ausbildung einer
Glucoseesterbindung. Die Expression von FaGT2 in den Friuchten ist reifekorreliert, mit
einem Maximum bei rot werdenden Fruchten. Geringe Gehalte der Transkripte wurden
auch in Wurzeln und Bluten gefunden. Eine Untersuchung der Glucoseester in den
Frachten und weiteren Pflanzenteilen ergab, dass die Gehalte an Zimtsaure-, p-
Cumarsaure-, Kaffeesaure- und p-Hydroxybenzoesaure-D-glucoseester wahrend der
Fruchtreifung ansteigen, was auf eine reifungskorrelierte Bildung schlieRen lasst. Blatter
und speziell Bluten enthalten die hdchsten Mengen an Glucoseestern, geringere
Mengen wurden in Wurzeln und Stangeln detektiert. Um die Funktion von FaGT2 in
planta zu untersuchen wurden transgene Erdbeerpflanzen hergestellt, die das FaGT2
Gen in Sinn- oder Gegensinn-Richtung enthielten. Obwohl FaGT2 in vitro eine Anzahl
aromatischer Sauren glucosylieren kann, zeigten die quantitativen Daten der
Glucoseester in den transgenen Linien, dass das Enzym primar fur die Bildung von
Zimtsaure-D-glucoseester und in geringerem Ausmal auch fur die Biosynthese von p-
Cumarsaure-D-glucoseester wahrend der Reifung verantwortlich ist. Sowohl die Gehalte
der Glucoseester, die in den verschiedenen Fruchtreifungsstadien quantifiziert wurden

als auch deren Konzentrationen in den verschiedenen transgenen Linien beweisen das
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Vorliegen mindestens einer weiteren Glucoseester-bildenden Glucosyltransferase in
Erdbeerfrichten.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Bedeutung dreier Gene und ihrer entsprechenden
Produkte fur die Biosynthese von ernahrungsphysiologisch wichtigen Naturstoffen in der
Erdbeerfrucht aufgezeigt werden. So kontrolliert FaCHS die Stoffflusse uber den
Flavonoid und Phenylpropanoidweg wodurch dieses Enzym die Farbbildung primar
beeinflusst. Weiterhin wurde erstmals die Doppelfunktion von FaOMT als auch FaGT2
im Stoffwechsel der Frichte demonstriert. Die Ergebnisse liefern somit wichtige
Erkenntnisse fur spatere genetische Manipulationen zur Qualitatsverbesserung von

Frichten.



E Summary 131

E Summary

Development and ripening of fruit is the result of a complex series of cell division, growth
and differentiation processes. Quality and yield of fruit can be vigorously and decisively
influenced by disturbances in these processes. In addition to classical breeding, in the
future, targeted modification of individual characteristics through the expression of

inserted genes will play a crucial role.

Changes in size, texture, color and aroma associated with fruit ripening occur
simultaneously with alterations of activity and quantity of involved enzymes, transcripts
and genes. Thus, investigations into the in vitro functions of enzymes often give only a
fragmentary picture of the role these biocatalysts play in planta. For this reason, in
studies concerned with elucidating the significance of certain ripening-related enzymes,
characterization following heterologous expression often includes the clarification of the

biocatalyst’s in-vivo-function using transgenic plants.

This work presents novel insights into the expression and function of a chalconsynthase,
an O-methyltransferase and a glucosyltransferase, all of which play a role in the

biosynthesis of secondary metabolites in strawberry (Fragaria spp.) during fruit ripening.

Chalconsynthases (CHS) catalyze the formation of chalcon, a flavonoid precursor, using
one molecule of p-coumaroyl-CoA and three molecules of malonyl-CoA. Through
Arobacterium tumefaciens-mediated transformation of strawberry (Fragaria x ananassa
cv. Calypso) leaves using a gene construct containing the antisense chalconsynthase
cDNA of a ripening-related CHS from Fragaria x ananassa cv. Elsanta (FaCHS),
transgenic plants were produced whose stable phenotype has pink, rather than red, fruit
in the ripe stage. In the examined transgenic line, the CHS mRNA content was reduced
to 2% of that of the controls. Amounts of p-coumaroyl, caffeoyl and feruloyl D-glucose
were elevated compared to control fruit while p-hydroxybenzoyl D-glucose levels were
lower. The analysis of volatile compounds in the fruit revealed one substance whose

level had increased tenfold in transgenic fruit compared to controls, and which was
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identified to be p-coumaryl-1-acetate following synthesis of the reference compound.
Due to the transformation of the strawberry plants with the CHS construct,
concentrations of compounds on the flavonoid and anthocyanin end of the
phenylpropanoid pathway were downregulated while substances upstream
accumulated. As a result of these metabolic changes, what are normally minor
compounds in wildtype plants could be detected at high concentrations in transgenic

plants.

O-methyltransferases (OMT) catalyze the transfer of methyl groups from S-adenosyl-L-
methionine to hydroxyl groups of various natural compounds, thus generating the
corresponding methyl ethers. Recently, an OMT from ripe strawberry fruit (FaOMT) was
cloned, heterologously expressed and characterized. This OMT converted both o-
diphenol compounds and 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone (HDMF), an important
flavour compound in strawberries. Transcript expression was ripening-related. For
further investigations, strawberry plants were generated using two constructs, each
containing FaOMT in the sense or antisense direction controlled by a CaMV 35S
promoter. Plants with altered FaOMT expression were selected using quantitative real
time polymerase chain reaction (QRT-PCR) and investigated using analytical methods.
In antisense plants containing less than 25% of control FaOMT, the integration of the
construct led to a nearly complete loss of the methylation product of HDMF 4-methoxy-
2,5-dimethyl-3(2H)-furanone. Other volatile compounds were not influenced. In addition,
the repression of the FaOMT gene caused a change in the ratio of caffeoyl D-glucose
and the methylated derivative feruloyl D-glucose to the non-methylated derivative. Fruit
transformed with the sense construct showed no significant change in the ratio of the
furanones compared to controls, except for one plant, which contained lower amounts of
transcripts (co-suppression) and metabolite-ratios similar to those of the antisense
plants. FaOMT is therefore involved in formation of both 4-methoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-

furanon and ferulic acid derivatives in strawberry plants.

Most of the secondary metabolites in plants are present in their glycosidically-bound
form. Glycosyltransferases (GT) are responsible for the derivatisation of the precursors.

The high number of glycosidic structures suggests that glycosyltransferases in the
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corresponding plant species are also numerous. From an EST (expressed sequence
tags) library, four different cDNAs could be identified having high homology to
glycosyltransferases. After complete sequencing, cloning and heterologous expression
of the corresponding proteins, substrate specifity was tested. Fragaria x ananassa
glucosyltransferase 2 (FaGT2, 555 amino acids, 61.4 kDa) showed activity with
cinnamic acid, benzoic acid and derivatives, and produced the corresponding glucose
esters of the various substrates. FaGT2 expression is ripening-related, peaking in pink
fruit. Minor amounts of the transcripts were also detected in roots and flowers. An
investigation of glucose esters in fruit and other parts of the plant showed a ripening-
correlated increase of cinnamoyl, p-coumaroyl, caffeoyl and p-hydroxybenzoyl D-
glucose in fruit, implying a ripening-related formation of these compounds. Leaves, and
especially flowers, contained the highest amounts of glucose esters, while lower
amounts were detected in roots and stems. In order to investigate the function of FaGT2
in planta, transgenic strawberry plants were produced, containing FaGT2 in either the
sense or antisense direction. Although FaGT2 can glucosylate a vast number of
aromatic acids in vitro, quantitative data from the transgenic lines show that the enzyme
is primarily responsible for the formation of cinnamoyl D-glucose and, to a lesser extent,
also for the biosynthesis of p-coumaroyl D-glucose. Both the amounts of glucose esters
during different ripening stages of wildtype fruit, and their concentration in the different
transgenic lines suggested the presence of at least one additional glucosyltransferase

responsible for forming glucose esters in strawberry fruit.

This work demonstrates the significance of three genes and their products for the
biosynthesis of nutritionally important natural compounds. FaCHS has been shown to
control the flux of precursors into the flavonoid and phenylpropanoid pathways, thereby
influencing the formation of color, and FaOMT and FaGT2 have been shown to perform
a dual function in strawberry fruit metabolism. These results give new insight into further

genetic manipulations that may result in the improvement of strawberry fruit quality.
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