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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Qualitat des Genussmittels Wein wird primar durch das Aroma festgelegt. Neben der
Beeinflussung des Weinbouquets durch Garungs- und Lagerungsprozesse bestimmt priméar die
Rebsorte das Weinaroma, welches sich aus bis zu 800 Einzelkomponenten zusammensetzt.
Terpenoide haben eine zentrale Bedeutung fir das Rebsorten-typischen Bouquet. Terpenoide wie die
Monoterpenole Geraniol und Nerol werden wahrend der Beerenreifung produziert und teilweise
glykosyliert, so dass bis zu 80 % aller Terpenalkohole (Terpenole) als Aroma-unwirksame Glykoside
vorliegen und nicht zum Aroma der Weinbeere und des resultierenden Weines beitragen. Dieses
.versteckte Aromapotential® der Glykoside kann durch séurebedingte oder enzymatisch-katalysierte
Hydrolyse genutzt werden, jedoch ist zum einen die sogenannte Weinschénung nur eingeschrankt
erlaubt und zum anderen konnen bei der Hydrolyse auch unerwinschte Aromakomponenten
freigesetzt werden. Eine alternative Uberlegung wére, bereits die Bildung der Glykoside zu verringern
bzw. zu unterbinden. Die hierfir verantwortlichen Zucker-Ubertragenden Enzyme, die
Glykosyltransferasen (GT), sind in der Weinbeere bislang kaum untersucht. Es konnten zwar
Glykosyltransferasen aus Vitis vinifera isoliert und charakterisiert werden, jedoch zeigten diese keine
Substratspezifitat gegentiber Terpenolen.

Im Modellorganismus Arabidopsis thaliana wurden kurzlich Glykosyltransferasen identifiziert, die
Terpenole glukosylierten. Aufgrund dieser Untersuchung sind 57 putative Terpenol-
Glykosyltransferase-Gene im Vitis vinifera Genom uber Sequenzhomologien identifiziert worden, die
sich in funf phylogenetische Glykosyltransferase-Gruppen einteilen lie3en. Aus jeder Gruppe wurde
die Expression zuféllig selektierter Gene untersucht. Basierend auf den Expressionsdaten wurden
insgesamt 10 Gene (VvGT7 bis VVGT16) ausgewahlt, heterolog in Escherichia coli als Glutathion-S-
Transferase (GST)-Fusionsprotein exprimiert, affinitAtschromatographisch aufgereinigt und beziiglich
ihrer Substratspezifitat untersucht. Zusatzlich konnten in verschiedenen Rebsorten unterschiedliche
Genvarianten identifiziert werden, so dass verschiedene Varianten eines Proteins vorlagen.

Die Ermittlung der enzymatischen Aktivitat erfolgte durch die Inkubation der aufgereinigten Enzyme
mit radioaktiv markierter UDP-[U—”C]GIukose als Donormolekll und diversen Akzeptormolekilen
verschiedener Stoffklassen. Neben den Aroma-relevanten Terpenolen wurden auch Molekile, die
nachweislich als Glykoside in der Weinbeere vorliegen wie Flavonoide, kurzkettige und aromatische
Monoalkohole, auf Glukosylierung untersucht. Bei acht der zehn Proteine konnte eine
Glukosyltransferase-Aktivitdt nachgewiesen werden. Fir die Proteine aus Gruppe D (VvGT12 und
VWGT13) konnte keine Aktivitdt mit dem Zuckerdonor und den untersuchten Akzeptormolekilen
gemessen werden. Wéhrend die Proteine der Gruppe L (VWGT8, VvGT9, VWGT10 und VvGT11)
bevorzugt die Flavonoide Kampferol und Quercetin umsetzten, katalysierten die Proteine VVGT7 aus
Gruppe E, VWGT14 und VvGT16 aus Gruppe G sowie VVGT15 aus Gruppe H die Ubertragung von
Glukose auf Terpenole. Interessanterweise wurde die primére Hydroxygruppe von Nerol, Geraniol und
Citronellol bevorzugt glukosyliert, wahrend Linalool, a-Terpineol und 8-Hydroxylinalool, die sterisch
anspruchsvolle tertiare Hydroxygruppen besitzen, gar nicht oder nur marginal umgesetzt wurden. Von
VVGT7 konnten insgesamt zehn Proteinvarianten identifiziert und exprimiert werden, wobei nur acht

dieser Proteinvarianten aktiv waren. Durch Sequenzvergleich der zehn Proteinvarianten und

Vi



Zusammenfassung

positionsgerichteter Mutagenese wurden drei Aminosduren auflerhalb des aktiven Zentrums
identifiziert, die fur die Ausbildung enzymatischer Aktivitdt notwendig waren. Jedoch konnte eine
Glukosylierung der Terpenole in planta durch VvGT7 sowie VvGT16 aufgrund der ermittelten
kinetischen Daten ausgeschlossen werden. In einem weiterfihrenden Experiment wurde anstelle
reiner Substrate ein Aglykaextrakt aus Weinbeeren verwendet, der die natirlich vorliegenden
Substrate reprasentiert. Hierbei konnte die Annahme, dass VvGT7 und VvGT16 in vivo keine
Terpenole glukosyliert, bestatigt werden. Im Gegensatz dazu deuteten die Ky- und ke-Werte von
VvGT14 und VvGT15, die fir die Glukosylierung von Geraniol, Citronellol und Nerol ermittelt wurden,
auf eine Terpenol-GT-Aktivitat in vivo hin. Durch den Umsatz des Aglykaextrakts mit diesen Proteinen
konnte die Bildung von Geranyl-, Citronellyl- und Neryl-B-O-Glukosid bestétigt und ein zusétzlicher
Hinweis auf die in planta Aktivitat von VVGT14 und VvGT15 gegeben werden.

Die biochemischen Untersuchungen und Rebsorten-spezifischen Expressionsanalysen der in dieser
Arbeit beschriebenen Glykosyltransferasen kdnnen nun bei der Zichtung neuer Genotypen mit einer

geringeren Terpenol-Glykosyltransferase-Aktivitdt und verbesserter Aromaqualitdt genutzt werden.

Vil



Summary

Summary

The quality of the luxury food wine is mainly defined by the aroma. Besides the influence of the
fermentation and storage conditions on the bouquet, the aroma, which is composed of more than 800
components, is particularly affected by the cultivar. Especially terpenoids are responsible for the
characteristic bouquet of a particular cultivar. Terpenoids such as the monoterpenoids geraniol and
nerol are produced during the ripening of the berry and are partially glycosylated, so that up to 80 % of
the terpenoids occur as aroma-inactive glycosides, which do not affect the aroma of vine berries and
the resulting wine any more. This “hidden aroma potential” of the glycosides can be exploited by
releasing the terpenoids by enzymatic and acidic hydrolysis. However, on the one hand the fining of
wine is strictly regulated and on the other hand the unspecific hydrolysis of glycosides releases
unwanted flavour compounds. The decline or inhibition of the formation of terpene glycosides would
be an alternative approach. However, the glycoside-forming enzymes, the glycosyltransferases (GTs),
have been rarely analyzed in grapes, yet. Although GTs have been previously isolated from Vitis
vinifera and characterized, they showed no specificity towards terpene alcohols (terpenols).

Recently, several GTs from the model plant Arabidopsis thaliana have been identified to glucosylate
terpenols. Based on this investigation, 57 homologous gene sequences encoding for putative terpenol
GTs were identified in the Vitis genome. The phylogenetic analysis clustered these sequences into five
GT groups. Out of each GT group the expression pattern of randomly chosen genes was determined
and 10 genes (VVGT7 to VvGT16) were selected for heterologous expression as glutathione-S-
transferase (GST) fusion proteins in Escherichia coli. The affinity-chromatographically purified
enzymes were screened against several putative substrates. Additionally, different variants of one
gene could be identified in different cultivars, which resulted in several protein variants.

To determine the enzyme activity, assays containing the purified enzymes, radioactive labeled UDP-
[U—“C] glucose and different acceptor molecules like the aroma-relevant terpenols were performed.
Molecules, which have been shown to be glycosylated in grapes like flavonoids and short-chained and
aromatic mono alcohols, were also tested. Eight of the ten proteins showed GT activity. However, the
two proteins VvGT12 and VvGT13 of the phylogenetic group D did not show any GT-activity against
the tested donor and acceptors at all. The proteins of group L (VWGT8, VVGT9, VWGT10 and VWGT11)
preferred the flavonoids quercetin and kaempferol as main substrate, while the proteins VvGT7 from
group E, VwGT14 and VvGT16 from group G as well as VvGT15 from group H transferred glucose to
terpenols. Interestingly, the primary hydroxyl group of nerol, geraniol and citronellol was preferably
glucosylated compared to the non or barely converted linalool, a-terpineol and 8-hydroxlinalool, which
have sterically demanding tertiary hydroxyl groups. Ten variants of VvGT7 were identified and
heterologously expressed, whereas eight variants were catalytically active. The comparison of the
protein sequences of VvGT7 variants and the following site-directed mutagenesis experiments
illustrated the importance of three amino acids, which were essentially for the activity of VWGT?7.
Interestingly, these amino acids were not part of the active site of the enzyme. However, due to the
determined kinetic data, it was assumed, that VWGT7 and VvGT16 are not responsible for the
glucosylation of terpenols in planta. This assumption was confirmed by an additional experiment, in

which an extract of aglycones, representing the substrate condition in vivo, was used as potential



Summary

acceptor molecules. On the contrary, the acquired Ky- and k.y-values of VwGT14 and VvGT15 for
geraniol, nerol and citronellol referred to a terpenol GT activity in planta. The analyses of the
converted aglycones extract by these two proteins confirmed the formation of geranyl-, citronellyl- and
neryl-B-O-glucoside and approved the roles of VvGT14 and VvGT15 in planta.

The biochemical results and the cultivar-dependent expression analyses of the GT, which have been
thoroughly investigated in this study, may be used in future breeding programs for the development of

new genotypes with reduced GT activity and improved aroma quality.



Einleitung

1 Einleitung
1.1 Wein

1.1.1 Die Geschichte des Weinbaus

Die Urspriinge der Kultivierung der Kulturrebe Vitis vinifera (6000 bis 5000 vor Christus) werden im
Nahen Osten und an der Ostkiste des Schwarzen Meeres vermutet. Von dort aus gelang die
Weinrebe zunachst tber Syrien und Agypten in den Mittelmeerraum (Griechenland, lItalien) und
verbreitete sich weiter in Richtung Norden bis nach GroRbritannien. Mit der Entdeckung der Neuen
Welt gelangte die Weinrebe nach Amerika und durch weitere Entdeckungsreisen bis nach Sudafrika,
Australien und Neuseeland (Creasy and Creasy, 2009), (Mullins et al., 1992). Heutzutage ist die
Weinrebe eine weltweit angebaute Kulturpflanze von groRem wirtschaftlichem Interesse. Aktuelle
Statistiken zeigen, dass sich die Weinanbauflache vor allem in China, Chile und Neuseeland deutlich
vergroBert hat, wobei der globale Anbau zwischen den Jahren 2000 und 2012 an Flache
zurickgegangen ist. Dieser Trend ist primér auf den Rickgang der Kulturflichen in Europa

zurtickzufuihren (Castellussi, 2013).
1.1.2 Die Weinrebe

Die Weinrebe gehdrt botanisch betrachtet zur Familie der Vitaceae. Diese wird wiederum in zwolf
Genera unterteilt. Die kulturell gro3te Bedeutung hat hierbei die Gattung Vitis, deren Subgenus Euvitis
die Spezies Vitis vinifera beinhaltet. Die Sorten von Vitis vinifera werden weltweit kultiviert und
besitzen die grofdte wirtschaftliche Bedeutung. Insgesamt umfasst Vitis mehr als 50 Spezies. Neben
V. vinifera wird die vor allem in Nordamerika verbreitete Spezies Vitis labrusca kultiviert. V. labrusca
zeichnet sich durch ihre Robustheit und ihre Unempfindlichkeit gegentber Pathogenen aus. Sie
besitzt jedoch einen Fox-Ton, der in der Weinindustrie als sogenannter ,off-flavour® (Fehlaroma) gilt
und unerwuinscht ist.

Die Weinrebe ist eine mehrjahrige Kulturpflanze, die sich in den warmen bis geméaRigten Klimazonen
zwischen den 10 °C- und 20 °C-Jahresisothermen bevorzugt kultivieren lasst (Creasy and Creasy,
2009). Regionen auflerhalb dieses Anbaugirtels kdnnen klimatische Ungunstfaktoren durch lokale
und gebietsspezifische Umweltfaktoren ausgleichen. So liegen beispielsweise die deutschen
Weinanbauregionen nicht in den bevorzugten Kultivierungsgebieten der Weinrebe, aber aufgrund der
regiospezifischen Besonderheiten am Rhein, Main und an der Mosel ist der Weinbau in diesen
Regionen mdglich. Generell gilt die vollstandige Traubenreife als der limitierende Faktor fir den
O6konomischen Weinbau (Winkler, 1962).

Die Weinrebe gehért zu den dikotylen Lianen (Holzgewachsen), die blattgegenstandige Ranken
besitzt. Die kleinen Bliten sind ein- oder zweigeschlechtlich und rispenférmig angeordnet
(Abbildung 1). Die Frucht der Weinrebe, die Weinbeere, ist botanisch betrachtet eine echte Beere, die

zwei bis vier Samen ausbildet
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Abbildung 1: Darstellung eines Sprosses von Vitis vinifera. Die Skizze zeigt den prinzipiellen Aufbau einer
Weinrebe. (1) Blitenrispe/ Geschein, (2) Ranke, (3) Blatt, (4) Internodium, (5) axiale Knospung, (6) Stipel,
(7)Triebspitze. Die Abbildung wurde aus der Quelle ,Wine Science: Principles and Applicatons® ubernommen und
modifiziert (Jackson, 2008).

1.1.3 Die Weinbeere: Wachstum und Reifung

Die Bluten der Weinrebe sind in sogenannten Gescheinen angeordnet, sind primar zweigeschlechtlich
und besitzen sowohl ménnliche als auch weibliche Organe. Die funf Stamina befinden sich ringférmig
um den Stempel. Der Fruchtknoten besitzt vier Samenanlagen (Ovula). Am unteren Teil der Blute sind
Saftdrisen (Nektarien) lokalisiert, die jedoch keinen Nektar, sondern bei einigen Vitis Arten Duftstoffe
bilden (Abbildung 2).

Abbildung 2: Darstellung einer zweigeschlechtlichen Blute (A) und der Bestaubung (B). (1) Staubblatter/
Anthere, (2) Stigma, (3) Filament, (4) Blutenstiel, (5) Griffel, (6) Pollen, (7) Pollengang, (8) Samen, (9)
Embryosack, (10) Ovulum, (11) Fruchtknoten, (12) Nektarium. Die Abbildungen wurde aus dem Kapitel 5 ,Grape
Berry Growth and Development® von N. Dokoozlian aus dem Buch ,Raisin Production Manual“ Gbernommen und
modifiziert (Christensen, 2000).

Die Anthese (Blutezeit) beginnt abhéngig von den Umweltbedingungen sechs bis acht Wochen nach
dem Sprosswachstum und dauert in der Regel eine bis zwei Wochen. Die Bestaubung verlauft
Insekten- und Wind-unabhéngig und beginnt direkt nach Blitentffnung. Nach der Bestaubung bildet
der Pollen einen Pollenschlauch aus, der dem Transport zum Ovulum dient. Dieser Vorgang dauert

unter idealen Umweltbedingungen etwa drei Tage. Tiefe und hohe Temperaturen
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(18,5 °C < Temperatur > 38 °C) sowie zu viel Niederschlag beeinflussen die Bestaubung und die
Ausbildung des Pollenschlauches. Durchschnittlich entwickeln sich 20 bis 30 % der Bluten zu
Weinbeeren weiter (Christensen, 2000). Die Weinbeere ist eine fleischige Frucht, die zwei
Samenkammern besitzt, die von einem Perikarp umgeben sind. Das Perikarp besteht aus einem
Exokarp (Haut) und einem Mesokarp (Fruchtfleisch). Eine diinne Wachsschicht bildet die schitzende
Kutikula auf der Beerenhaut. Das Fruchtfleisch umfasst etwa 80 bis 90 % des Gesamtgewichtes der
Frucht (Abbildung 3) (Christensen, 2000).

Abbildung 3: Querschnitt einer reifen Weintraube. (1) Stielansatz, (2) Fruchtboden, (3) Mesokarp,
(4) Exokarp, (5) Samen, (6) periphere GefaRbindel, (7) axiale GeféaRbundel. Die Abbildung wurde aus den
Prasentationen ,Weinbau & Kellerwirtschaft“ von (Prinz zur Lippe, 2013) und ,Einflisse auf die Fruchtqualitat bei
Weinreben“ von (Forneck, 2011) tibernommen und modifiziert.

Die Ausbildung und das Wachstum der Beere kann in drei Stadien eingeteilt werden. Diese Stadien
umfassen zwei sigmoidale Wachstumsphasen, die von einer stationdren lag-Phase unterbrochen

werden (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Entwicklungs- und Reifephasen einer Weinbeere. Die
Entwicklung und Reifung der Weinbeere beschreibt drei Phasen: Phase | ist die erste schnelle Wachstumsphase,
die sich direkt nach der Befruchtung anschlief3t. Sie endet in Phase Il (lag-Phase), in der es zu einem stark
verlangsamten Wachstum der Beere kommt. Anschliefend erfolgt erneut eine schnelle Wachstumsphase
(Phase lll oder Reifephase), in der neben Anthocyanen und organischen S&uren auch Aromastoffe gebildet
werden (Christensen, 2000), (Kennedy, 2002).

Phase I: Die Phase | der Wachstumsphase schlie3t sich direkt an die Befruchtung an. Hierbei
vergréRert sich das Beerenvolumen aufgrund von Zellteilung und -wachstum. In diesem Stadium sind
die Beeren noch grin und fest. Der Zuckergehalt in den Beeren ist konstant niedrig, wéahrend
organische Sauren angereichert werden. Diese Phase dauert etwa drei bis vier Wochen.
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Phase IlI: In der sogenannten lag-Phase verlangsamt sich merklich das Beerenwachstum. In diesem
Stadium ist die Konzentration an organischen Sauren am hdchsten und das Chlorophyll in den Beeren
wird langsam abgebaut. Durchschnittlich dauert diese Phase zwei bis drei Wochen.

Phase llI: Die Phase Il beginnt mit der sogenannten Veraison, in der die Fruchtfestigkeit abnimmt und
die Bildung der Farbstoffe wie Anthocyane initiiert wird. Zudem lagert sich Zucker in den Frichten ein
und die Konzentration an Sauren nimmt ab. Die Bildung von Sekundérmetaboliten wie fllichtige
Aromastoffe und Farbstoffe wird induziert. In dieser Phase nimmt der Beerendurchmesser weiter zu.
Das Wachstum in diesem Stadium beruht allein auf Zellexpansion. Phase Il dauert in der Regel sechs
bis acht Wochen.

Die GroRe und das Gewicht der Weinbeere hangen von den drei Faktoren Zellzahl, Zellgré3e und
Zuckergehalt ab. Die Anzahl der Zellen wird in Phase | festgelegt. AnschlieRend werden GroRRen-
sowie Gewichtszu- und -abnahme durch das Zellvolumen reguliert. Dieses vergréf3ert sich primar in
Phase | und Phase Il signifikant. Zudem nimmt in Phase IIl auch die Zuckerkonzentration stark zu.
Das Zellvolumen vergrof3ert sich von der Anthese bis zur Ernte insgesamt um den Faktor 300
(Kennedy, 2002) (Christensen, 2000). Diverse Umweltfaktoren beeinflussen jedoch die endgiltige
BeerengréRe. So werden die Zellteilung und das Zellvolumen signifikant von der Temperatur
beeinflusst. Des Weiteren wirken sich Lichtverhaltnisse sowie Niederschlag auf das Beerenvolumen
aus (Christensen, 2000).

1.1.4 Zusammensetzung der einzelnen Komponenten in der Weinbeere

Im Verlauf der Beerenreife verandert sich aufgrund verschiedener Faktoren die Zusammensetzung
der einzelnen Beerenkomponenten durch anabole und katabole Stoffwechselprozesse. Die einzelnen
Beerenkomponenten sind nicht nur fur die Qualitéat der Weinbeere entscheidend, sondern auch fir

deren Produkte wie Traubensaft, Rosinen und vor allem Wein.
1.1.4.1 Wasser

Zum Zeitpunkt der Ernte betragt der Wassergehalt am Frischgewicht der Weinbeere zwischen 60 und
85 %. Die Wasserversorgung der Beere wird bis zur Veraison primar durch das Xylem gewahrleistet.
Aus bislang unbekannter Ursache wird kurz nach der Veraison die Xylem-Versorgung blockiert,
sodass anschlieBend die Wasserversorgung vollstdndig durch das Phloem vollzogen wird.
Wassermangel, der wahrend der Reifung der Beere auftritt, fihrt neben der Ausbildung kleinerer
Beeren auch zur veranderten Biosynthese verschiedener Sekundarmetabolite sowie
Zusammensetzung der l6slichen und unléslichen Komponenten in der Frucht (Christensen, 2000),
(Conde et al., 2007).

1.1.4.2 Zucker

Der fir die Entwicklung der Beere notwendige Zucker wird in Form von Saccharose aus den Blattern
in die Frichte transportiert. Die Saccharose wird in den Beeren zunachst in die beiden
Monosaccharide Glukose und Fruktose hydrolysiert und anschlielend weiter metabolisiert oder
gelagert. Wahrend Phase | ist die Zuckerkonzentration in der Beere mit etwa 2 % des Frischgewichtes

noch relativ niedrig. Nach der Veraison wird jedoch verstarkt Zucker eingelagert, so dass die Menge

4
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bis zur Ernte 25 % oder mehr des Frischgewichtes betragen kann (Christensen, 2000), (Kennedy,
2002). Der Zuckergehalt legt haufig den Erntezeitpunkt fest. Bei der Weinfermentation kann abhangig

vom resultierenden Wein der gesamte Zucker in Alkohol umgewandelt werden (Conde et al., 2007).
1.1.4.3 Organische Sauren (Weinsaure und Apfelséure)

Wein- und Apfelséaure sind mit etwa 90 % aller Sauren in der Weinbeere die dominierenden S&uren.
Der Gehalt an Saure steigt in Phase | stetig an und besitzt kurz vor der Veraison die héchste
Konzentration. Weinsaure wird durch die Metabolisierung von Ascorbinsaure nur bis zur Veraison
synthetisiert. Die Menge an Weinsaure &ndert sich anschliefend kaum noch, wobei sich ihre
Konzentration durch Verdinnungseffekte aufgrund von Zellwachstum und erhéhtem Wassergehalt
verringert (Conde et al., 2007). Der Gehalt von Apfelsaure hingegen variiert wahrend der Beerenreife
und erreicht kurz vor der Veraison sein Maximum. Apfelsidure entsteht durch die irreversible
Carboxylierung von Phosphoenolpyrophosphat und anschlielender Reduktion des Oxalacetats. Der
Gehalt an Malaten, Salze der Apfelsaure, verringert sich im Laufe der Beerenreife durch
enzymatischen Abbau. Malat kann zum einen durch oxidative Decarboxylierung in Pyruvat
umgewandelt oder zum anderen in den Mitochondrien zu Oxalacetat oxidiert werden (Conde et al.,
2007). Untersuchungen zum Apfelsiuregehalt in Weinbeeren zeigten, dass die Malatkonzentration in
Regionen mit tieferen Temperaturen im Vergleich zu Gebieten mit warmeren Temperaturen hoher ist
(Christensen, 2000). Die genauen Ursachen hierfir sind noch nicht bekannt, doch konnten
Experimente zeigen, dass die Isoenzyme der Malatdehydrogenase (cytosolisch und mitochondrial),
die Phosphoenolpyruvatcarboxylase und das Malatenzym verschiedene Temperaturoptima besitzen.
Die hochste Malatakkumulation wird demnach bei Temperaturen zwischen 20 und 25 °C erreicht. Bei
niedrigeren Temperaturen wird zum einen weniger Apfelsaure synthetisiert und zum anderen mehr
Malat katabolisiert (Conde et al., 2007). In der reifen Weinbeere sind zudem geringe Konzentrationen

von Zitronen-, Succinyl-, Milch- und Essigsaure zu finden (Conde et al., 2007).
1.1.4.4 Phenolische Verbindungen

Phenolische Verbindungen sich natirliche Substanzen, die ein Phenylriickgrat besitzen, dass diverse
Substitutionen aufweisen kann. Zu den wichtigsten phenolischen Verbindungen der Weinbeere
gehoren die Catechine, Tannine und Anthocyanine (Conde et al., 2007). Die phenolischen
Verbindungen werden in Flavonoide und Nicht-Flavonoide eingeteilt. Die Flavonoide beinhalten
verschiedene Klassen an Molekilen wie die Proanthocyanidine (Tannine), Anthocyanine und Flavan-
3-ol-Monomere (Catechine). Viele dieser Metabolite wie Kampferol, Pelargonidin, Resveratrol und 2-
Phenylethanol liegen primér als Glykoside in der Frucht vor (Castillo-Mufioz et al., 2010), (Ono et al.,
2010), (Waterhouse and Lamuela-Raventés, 1994), (Sefton et al., 1994).

In der Weinbeere werden sogenannte kondensierte Tannine synthetisiert, die Makromolekile aus
kondensierten Flavan-3-ol darstellen und sich in der Beerenhaut und den Kernen befinden. Sie
besitzen aufgrund der unterschiedlichen Anzahl ihrer Untereinheiten eine grofRe Variabilitat und
beeinflussen die Adstringenz von Rotwein. Des Weiteren werden auch sogenannte hydrolysierbare
Tannine wie Ellagitannine und Gallotannine bei der Lagerung in Eichenfassern an den Wein
abgegeben (Herderich and Smith, 2005).
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Anthocyanine sind fur die rote Farbe von Rotwein verantwortlich und ebenfalls in der Beerenhaut
lokalisiert. Haufig sind Anthocyanine mit Hydroxy- oder Methylgruppen substituiert.

Flavan-3-ole (Catechine) werden in der Beerenhaut gefunden und werden wie die Tannine mit
Adstringenz und Bitterkeit von Wein in Verbindung gebracht. Weinbeeren synthetisieren vor allem (+)-
Catechin, (-)-Epicatechin und (-)-Epicatechin-3-O-gallat.

Nicht-Flavonoide sind, mit Ausnahme von Hydroxyzimtsduren, nur in geringen Konzentrationen
vorhanden. Hydroxyzimtsduren sind nicht nur in der Beerenhaut sondern auch im Fruchtfleisch
lokalisiert. Fluchtige Phenol-verwandte Verbindungen wie Benzaldehyd, Benzylalkohol oder 2-
Phenylethanol befinden sich vor allem in der Beerenhaut. Eine weitere wichtige Nicht-Flavonoid-
Stoffklasse sind die Stilbene, zu denen Resveratrol gehort. Resveratrol wird seit 1992 mit dem
positiven Effekt von Rotwein auf das kardiovaskulare System in Verbindung gebracht (Conde et al.,
2007), (Kennedy, 2002), (Christensen, 2000). Phenolische Verbindungen werden am Ende von

Phase | oder in Phase Il nach der Veraison gebildet.
1.1.45 Aromastoffe

Die Zusammensetzung der Aroma-pragenden Stoffe eines Weines ist sehr komplex und umfasst
mehrere hundert Aromastoffe, deren Konzentrationen zwischen ng/L bis mg/L variieren. Das Aroma
eines Weins entwickelt sich im Laufe der Herstellung und Lagerung. Die Aromastoffe der Weinbeere
pragen hierbei das Grundaroma des Weins. Die wichtigsten in der Weinbeere gebildeten Aromastoffe
sind Monoterpene, Cy3-Norisoprenoide, Methoxypyrazine und schwefelhaltige Verbindungen.
Schwefelhaltige Verbindungen liegen nur in geringen Konzentrationen vor (etwa 40 ng/L in Sauvignon
Blanc) und werden nur in einigen Rebsorten gebildet. Das Aroma der S-Cystein-Derivate wird als
Buchsbaum- oder Ginster-ahnlich beschrieben. Methoxypyrazine liegen in freier und gebundener
Form in der Beere vor und bilden das wirzige Aroma einiger Rebsorten wie Sauvignon Blanc und
Cabernet Sauvignon. Die Konzentrationen der Methoxypyrazine sind meist sehr gering (im ng/L-
Bereich) und nehmen im Verlauf des Reifeprozesses ab. Norisoprenoide wie das 3-Damascenon und
das B-lonon werden durch den oxidativen Abbau von Carotinoiden wahrend der Phase Il gebildet.
Norisoprenoide sind in allen Rebsorten zu finden. Ihr Aroma wird als fruchtig exotisch, blumig oder
Veilchen-ahnlich beschrieben. Terpene bilden eine heterogene Gruppe an Aromastoffen. Sie liegen
als freie fluchtige Stoffe oder in glykosylierter, nicht Aroma-aktiver Form in der Beere vor. Die Terpene
werden als Sekundarmetabolite nach der Veraison in Phase Il synthetisiert (Conde et al., 2007),
(Kennedy, 2002), (Christensen, 2000).

Viele der flichtigen Aroma-pragenden Metabolite sind nur in geringen Konzentrationen in freier Form
in der Weinbeere vorhanden. Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass neben Monoterpenen
(Geraniol, Linalool und Nerol) und verschiedenen Alkoholen wie Eugenol, cis 3-Hexenol, trans 2-
Hexenol und Hexanol auch Norisoprenoide wie Blumenol C und Vitispirane sowie Benzenderivate wie
Benzylalkohol und 2-Phenylethanol als Glykoside vorliegen. Die Glykosylierung erhdht die
Wasserl6slichkeit und vermindert die Toxizitat der hydrophoben Sekundérmetabolite und ermdglicht
so deren Akkumulation und Kompartimentierung (Williams et al., 1982a) (Sefton et al., 1994) (Lamorte
et al., 2008) (Rivas et al., 2013).
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1.2 Terpene

Terpene sind Naturstoffe, die aus Isopreneinheiten aufgebaut sind. In Abhangigkeit von der Anzahl
der Kohlenstoffatome werden Terpene in Hemiterpene (C5), Monoterpene (C10), Sesquiterpene
(C15), Diterpene (C20), Triterpene (C30), Tetraterpene (C40) und Polyterpene (C5), (mit n>8)
eingeteilt (Abbildung 5) (Breitmaier, 2006). Viele Terpene sind lipophil und besitzen meist eine oder
mehrere Doppelbindungen. Aufgrund der hohen Variabilitit der Isopreneinheiten sowie der
chemischen Modifikationen stellen die Terpene mit bislang 25000 identifizierten Strukturen eine der
variationsreichsten Naturstoffgruppen dar.

Viele der bekannten Terpene werden von Pflanzen synthetisiert. Sie fungieren zum Beispiel als
Lockstoff moglicher Bestauber oder aber als Abwehrstoff von Pathogenen oder Fral3feinden.
AuRerdem sind Terpene Bestandteil der Zellmembran und dienen als Pigmentmolekile (Carotinoide).
Viele Pflanzen produzieren Harze oder Pflanzenséafte, in denen Terpene geldst sind (Gershenzon and
Dudareva, 2007). Pflanzenterpene werden in vielen praktischen Bereichen eingesetzt: Sie dienen als
Duft- und Aromastoffe in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie, als Wirkstoffe oder Vorlaufer-
molekile in der Pharmaindustrie und werden in der Landwirtschaft als natlrliches Insektizid eingesetzt
(Heldt and Piechulla, 2010).
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2-Methylbutan 2-Methyl-1,3-butadien

(Isopren)

Cio
Monoterpen
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2,6,10-Trimethyldodekan (Farnesan)

Abbildung 5: Chemische Strukturen der Isoprenuntereinheit sowie das Grundgeriist von Hemi- , Mono-
und Sesquiterpenen. Die Darstellung wurde nach einer Abbildung aus ,Organische Chemie“ von Breitmaier
(Breitmaier and Jung, 2005) modifiziert.

1.2.1 Biosynthese von Terpenen in Pflanzen

In Pflanzen existieren zwei Biosynthesewege zur Darstellung von Terpenen: der Mevalonat-Weg
(MVA) und der Desoxyxylulosephosphat/Methylerythritolphosphat-Weg (DOXP/MEP). Beide
Biosynthesewege sind kompartimentiert und fihren vermutlich zu verschiedenen Endprodukten. Der
cytosolische MVA-Weg dient der Generierung von Sesqui-, Tri- und Polyterpenen, wahrend der
DOXP/MEP-Weg in den Plastiden lokalisiert ist und als Endprodukte Mono- und Diterpene sowie
Carotinoide bildet. Es existiert jedoch keine strikte Trennung zwischen den beiden Biosynthesewegen
(Aharoni et al., 2006).
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1211 MVA-Weg

Zu Beginn der Terpen-Biosynthese im Cytosol bilden zwei Acetyl-CoA Molekile in einer
Kondensationsreaktion Acetoacetyl-CoA. Durch die Addition eines weiteren Acetyl-CoA-Molekils
entsteht B-Hydroxy-B-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Beide Reaktionsschritte werden von der HMG-
CoA-Synthase katalysiert (Abbildung 6). In einer anschlielenden Reduktion unter Verbrauch von zwei
NADPH Molekilen wird Mevalonat gebildet. Das Mevalonat reagiert anschlieRend durch Verbrauch
von zwei ATP zu 5-Pyrophosphomevalonat, welches durch eine ATP-abhéngige Decarboxylierung in
Isopentenylpyrophosphat (IPP) umgewandelt wird. Die IPP-Isomerase katalysiert die Umwandlung
von IPP in Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und umgekehrt. In einer elektrophilen Kondensations-
reaktion, die von der Farnesylpyrophosphat (FPP)-Synthase katalysiert wird, werden IPP und DMAPP
miteinander zu FPP verbunden. FPP wird als Substrat von Terpen-Synthasen fur die Gewinnung

verschiedener Terpene verwendet (Heldt and Piechulla, 2010), (Breitmaier and Jung, 2005).
1.2.1.2 DOXP/MEP-Weg

Das namensgebende 1-Desoxy-D-xylose-5-phosphat (DOXP) wird durch die Thiaminpyrophosphat-
abhéangige DOXP-Synthase aus Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) unter dem Verlust
von Kohlenstoffdioxid gebildet (Abbildung 6). Das DOXP wird dann durch verschiedene enzymatische
Schritte in IPP umgewandelt. Die IPP-Isomerase katalysiert auch in den Plastiden die Umwandlung
zwischen IPP und DMAPP. AnschlieBende Synthase-katalysierte Reaktionen flihren zur Bildung von
Geranylpyrophosphat (GPP und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP), die in weiteren Reaktionen zu
verschiedenen Terpenen katalytisch umgewandelt werden (Breitmaier and Jung, 2005) (Heldt and

Piechulla, 2010).
Mevalonat-Weg DOXP/MEP-Weqg

/ 2 Acetyl-CoA \ / Pyruvat + GAP \

; Isopren (Cs) ;
A
IPP (C5) ==——== DMAPP IPP (C5) =——=— DMAPP
2x PP + DMAPP / \ 3x IPP + DMAPP
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Sesquiterpene Triterpene Monoterpene Diterpene Tetraterpene
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der in Pflanzen existierenden Terpen-Biosynthesewege. GAP:
Glycerinaldehyd-3-phosphat, IPP: Isopentenylpyrophosphat, DMAPP: Dimethylallylpyrophosphat, FPP:
Farnesylpyrophosphat, MEP: Methylerythritol-4-phosphat, GPP: Geranylpyrophosphat, GGPP:
Geranylgeranylpyrophosphat, TPS: Terpensynthase. Der gestrichelte Pfeil steht fiir mehrere enzymatische
Reaktionen. Die Abbildung wurde madifiziert nach (Aharoni et al., 2006).
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1.2.2 Monoterpene

Monoterpene werden aus zehn Kohlenstoffatomen gebildet und bestehen aus zwei Isopreneinheiten.
Sie umfassen etwa 1500 dokumentierte Molekile. Viele Monoterpene besitzen Doppelbindungen oder
funktionelle Gruppen wie Hydroxy- oder Oxogruppen oder stellen zyklische Verbindungen dar.
Monoterpene und deren Derivate sind primar leicht fliichtige Duftstoffe oder Bestandteil von
atherischen Olen oder Harzen. Die Duftnoten reichen von blumig und Zitrus-ahnlich bis waldig, erdig
und wirzig.

Die Pflanzen nutzen Monoterpene sowohl zur Anlockung von potentiellen Bestaubern als auch zum
Schutz vor Herbivoren (Breitmaier, 2006). Monoterpene werden wohl in erster Linie in Pflanzen durch
den DOXP/MEP-Weg in den Plastiden gebildet (Luan and Wiust, 2002). Die Hydrolyse von GPP,
katalysiert durch das Enzym Geraniol-Synthase, resultiert in der Bildung von Geraniol. Die
Umlagerung der Hydroxygruppe bzw. die Isomerisierung von Geraniol fiihrt zur Bildung von Linalool
bzw. Nerol und die Reduktion einer Doppelbindung zu Citronellol. Die Zyklisierung von GPP durch
intramolekulare Prenylierung fihrt zur Gewinnung von zyklischen Monoterpenen, wie Limonen oder a-
Terpineol. Durch weitere enzymatisch katalysierte Oxidations- und Reduktionsreaktionen wird z.B.

Menthol erhalten.

1.2.3 Die Bedeutung der Monoterpene und deren Glykoside fir das Weinaroma

Das Aroma oder Bouquet, das charakteristisch fir jeden Wein ist, entsteht durch die Kombination
mehrerer hundert Komponenten, die mit unterschiedlicher Empfindlichkeit von den Sinnesorganen
wahrgenommen werden. Man unterscheidet bei einem Wein zwischen folgenden Bouquet-Kategorien:
Das origindre oder primare Bouquet beinhaltet die Aromastoffe, die in der Beere vorliegen und
wahrend des Reifeprozesses der Beere gebildet werden. Die bei der Verarbeitung (Mahlen, Maischen
und Pressen) freigesetzten Aromakomponenten bezeichnet man als sekundares Traubenbouquet. Sie
werden durch chemische, enzymatische oder thermische Reaktionen freigesetzt. Das sogenannte
Garbouquet wird wahrend der alkoholischen Garung gebildet. Die bei der Lagerung der Weine
freigesetzten Aromastoffe werden als Lagerbouquet bezeichnet. Aufgrund signifikanter Unterschiede
in der Zusammensetzung der Aromastoffe lassen sich die einzelnen Rebsorten und sogar deren Klone
voneinander differenzieren. Hierbei zahlen die Monoterpene zu den wichtigsten Aromakomponenten
(siehe 1.1.4.5). Zwar wird das Monoterpen-Profil eines Weines primér durch die Rebsorte geprégt,
doch werden wahrend der Weinherstellung einige glykosidisch gebundene Aromastoffe freigesetzt
oder modifiziert (Rapp, 1992). Bislang sind etwa 50 Monoterpenkomponenten bekannt, die primar in
der Beerenhaut lokalisiert sind. Monoterpene, vor allem die Monoterpenalkohole (Monoterpenole)
Linalool, Geraniol, Citronellol, a-Terpineol und Nerol, pragen das Aroma von den Muskat-Rebsorten
(Abbildung 7).

Linalool ist ein Monoalkohol, der zwei Enantiomere besitzt. Diese unterscheiden sich in ihrem Dulft, der
generell als blumig-frisch beschrieben wird. Im sauren Milieu wird Linalool leicht zu Geraniol, Nerol
und a-Terpineol umgewandelt. Der Geruchsschwellenwert liegt bei 15 pg/L. Geraniol besitzt einen
blumig-vollen Geruch. Es wird direkt aus GPP gebildet und kann durch Umlagerungsreaktionen zu

den anderen Monoterpenen Nerol, Linalool, Citronellol und a-Terpineol reagieren. Der
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Geruchsschwellenwert von Geraniol wird mit 30 pg/L angegeben. Nerol ist das cis-Isomer des
Geraniols und besitzt einen frischen, blumigen Duft mit einem Geruchsschwellenwert von 400 ug/L.
Der Monoalkohol Citronellol weist einen frischen, leicht blumigen Zitrusduft auf. Citronellol besitzt zwei
Enantiomere, wobei in der Weinbeere nur das (S)-Enantiomer auftritt (Luan et al., 2005). Der
Geruchsschwellenwert betragt 15 ug/L. Das zyklische Monoterpen a-Terpineol besitzt einen
Fichtennadel-ahnlichen, kiihl-herben Duft mit einem Geruchsschwellenwert von 400 pg/L.

|OH S N e

Linalool Geraniol Nerol Citronellol alpha-Terpineol

Abbildung 7: Strukturformeln der Monoterpene Geraniol, Linalool, Nerol, Citronellol und a-Terpineol. Von
Citronellol, Linalool und a-Terpineol existieren verschiedene Enantiomere, die durch die gewellte chemische
Bindung dargestellt sind. Die Strukturen wurden mit ChemDraw erstellt.

Die Biosynthese der Monoterpene findet primér nach der Veraison in Phase Ill der Beerenreife statt.
Interessanterweise konnten Untersuchungen zeigen, dass die Bildung von Monoterpenen zwischen
der Beerenhaut und dem Fruchtfleisch kompartimentiert ist. Experimente mit Deuterium-markierten
Substraten konnten nachweisen, dass Geraniol lediglich in der Beerenhaut synthetisiert wird, wéhrend
die Bildung von Linalool sowohl in der Beerenhaut als auch im Fruchtfleisch stattfindet (Luan and
Wist, 2002).

Generell lassen sich Rebsorten entsprechend ihres Monoterpen-Gehaltes in drei Kategorien einteilen.
Die geschmacklich intensiven Muskatsorten gehdren zur ersten Kategorie und besitzen einen freien
Monoterpengehalt von bis zu 6 mg/L. Die zweite Klasse wird von den aromatischen Nicht-
Muskatsorten gebildet. Bei diesen Sorten, wie zum Beispiel dem Traminer, Huxel oder Riesling, liegt
die freie Monoterpenkonzentration zwischen 1 und 4 mg/L. Die neutralen Rebsorten gehéren der
dritten Kategorie an, bei der die Monoterpene aufgrund ihrer niedrigen Konzentration (weniger als 1
mg/L) kaum zum Aroma beitragen. Hierzu zahlen Sorten wie Merlot, Shiraz und Chardonnay.

Neben den oben genannten freien fliichtigen Monoterpenen werden in den Beeren auch freie
aromalose Polyole der Monoterpene, die unter anderem durch biochemische Umwandlung der
Monoalkohole durch die Edelfaule (Botrytis cinerea) gebildet werden (Rapp, 1992), und die
glykosylierten aromalosen Monoterpene gefunden (Mateo and Jimenez, 2000). Bereits in den
siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts wurde postuliert, dass ein Grolteil der Aroma-pragenden
Monoterpene als gebundene Molekile vorliegen (Cordonnier and Bayonove, 1974). Ein Jahrzehnt
spater konnte diese Hypothese durch den Nachweis von Monoterpenglykosiden durch die
hydrolytische Spaltung der glykosidischen Bindung verifiziert werden (Williams et al.,, 1982a),
(Williams et al., 1982c) (Williams et al., 1982b). Neben den Monoterpenalkoholen (Monoterpenolen)
Linalool, Geraniol und Nerol wurden auch andere Aroma-pragende Molekile wie Benzylalkohol, 2-
Phenylethanol und Hexanol als Aglyka identifiziert (Williams et al., 1982c) (Gunata et al., 1986). Das

grolRe Interesse an der Entschlisselung der Weinaroma-Komponenten fiihrte zum Nachweis weiterer
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Terpene (a-Terpineol, Citronellol, Farnesol und 8-Hydroxylinalool) und deren glykosidischen
Verbindungen (Williams et al., 1982c) (Gunata et al., 1985). Die Monoterpenglykoside werden auch
als ,verstecktes Aromapotential“ bezeichnet (Gunata et al., 1988). Glnata et al. (Gunata et al., 1985)
konnte bei der Analyse der freien und glykosylierten Monoterpene in Muskat-Rebsorten zeigen, dass
Monoterpene und Glykoside vor allem in der Beerenhaut lokalisiert sind, wobei der Anteil der
jeweiligen Glykoside deutlich hoher ist als der des Aglykons. AuRerdem konnte festgestellt werden,
dass die Konzentrationen der Monoterpene und der Glykoside im Verlauf des Reifeprozesses
ansteigen. Als Zuckerreste wurden Rutinose (6-O-a-L-Rhamnopyranosyl-3-D-glukopyranosid), 6-O-a-
L-Arabinofuranosyl-p-D-glukopyranosid,  6-O-B-D-Apiofuranosyl-B-D-glukopyranosid  und  [3-D-
Glukopyranosid identifiziert (Gunata et al., 1985) (Williams et al., 1982a).

Die Aroma-pragenden Monoterpene werden primar als Apiosylglykosid gefunden (bis zu 50 % aller
Glykoside). Der Anteil der Rutinoside betragt 6 bis 13 % und der Glukosidanteil liegt bei 4 bis 9 %. Die
Zusammensetzung der Glykoside variiert jedoch stark zwischen den einzelnen Rebsorten (Bayonove
et al., 1992) (Mateo and Jimenez, 2000). Im Verlauf der verschiedenen Stufen der Weinherstellung
werden zwar einige Aglyka hydrolytisch freigesetzt, jedoch bleibt der Grofiteil der Monoterpene
glykosidisch gebunden und besitzt somit keinen préagenden Einfluss auf das Weinaroma (Mateo and
Jimenez, 2000).

1.3 Glykosyltransferasen

Glykosyltransferasen (GT) sind eine heterogene Gruppe von Enzymen, die in Viren, Archaebakterien,
Bakterien und Eukaryoten zu finden ist. Sie Ubertragen chemisch aktivierte Zuckermolekile auf eine
Vielzahl von Akzeptormolekilen wie Zucker und Polysaccharide, Lipide, Proteine, Nukleinsauren,
Antibiotika sowie andere kleine Molekile und Sekundarmetabolite (Yonekura-Sakakibara and
Hanada, 2011). In der Regel werden Enzyme entsprechend ihrer katalytischen Funktionalitdt und
Substratspezifitdt gemaf der International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) mit
einer Enzyme Commision Number, einer EC-Nummer, klassifiziert. Glykosyltransferasen gehéren
demnach der Klasse EC 2.4.x.y an. Eine genaue Zuordnung und Einteilung ist jedoch haufig nicht
moglich, weil viele Glykosyltransferasen nicht ausreichend biochemisch charakterisiert sind und/oder
die Enzyme ein breites Spektrum an Substraten besitzen (Coutinho et al., 2003). Aufgrund dessen
wurde von Campbell et al. 1997 ein modifiziertes System zur Kategorisierung von
Glykosyltransferasen entwickelt, das 2003 von Coutinho et al. nochmal adaptiert wurde (Campbell et
al., 1997) (Coutinho et al., 2003). Die Einteilung beruht hierbei auf Sequenz- und Strukturhomologien
sowie dem katalytischen Mechanismus der GT. Die Entwicklung neuartiger Sequenziermethoden und
die Etablierung von Next Generation Sequencing fuhrten in den letzten Jahren zu einem enormen
Anstieg verfugbarer Genomdaten. In Folge dessen ist auch die Anzahl von annotierten und
funktionell-analysierten Glykosyltransferasen deutlich gestiegen. 2003 wurden von Coutinho 65
Glykosyltransferase-Gruppen ermittelt, deren Zahl im Jahr 2013 auf 91 gestiegen ist (Coutinho et al.,
2003) (Yonekura-Sakakibara and Hanada, 2011). In der carbohydrate-active enzyme (CAZy)
Datenbank werden alle Glykosyltransferasen und deren Gruppen archiviert, aktualisiert und
veroffentlicht. Insgesamt umfasst die Datenbank fast 120000 Sequenzen, von denen etwa 20 % noch

keiner Gruppe zugeordnet werden konnten (http://www.cazy.org/GlycosylTransferases.html; Stand
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08.08.2013). Das Genom des pflanzlichen Modellorganismus Arabidopsis thaliana umfasst 562
Glykosyltransferase-Sequenzen, im Reisgenom (Oryza sativa ssp. japonica) lassen sich 602
Glykosyltransferasegene identifizieren, wahrend der Mensch (Homo sapiens), Caenorhabditis elegans
und die Fruchtfiege Drosophila melanogaster mit 236, 261 und 150 deutlich weniger
Glykosyltransferase-Sequenzen besitzen (Stand: 08.08.2013). Bei allen finf genannten Organismen
werden die Glykosyltransferasen hauptséchlich der GT1 (etwa 30 % aller Sequenzen) und GT31

Familie (etwa 10 % aller Sequenzen) zugeordnet (Yonekura-Sakakibara and Hanada, 2011).
1.3.1 Glykosyltransferase 1 Familie

Die Glykosyltransferasen, die der GT1 Familie zugeordnet werden, nutzen aktivierte Uridindiphosphat
(UDP)-Zucker als Donormolekille, so dass sie auch als UDP-abhangige Glykosyltransferasen (UGT)
bezeichnet werden. UGT zeigen meist eine hohe Spezifitat gegenuber dem Donormolekil. Das
bevorzugte Substrat ist UDP-D-Glukose, wobei von einigen charakterisierten UGT auch UDP-D-
Glucuronsaure (Sawada et al., 2005), UDP-D-Galaktose (Miller et al., 1999), UDP-D-Xylose (Martin et
al., 1999) und UDP-L-Rhamnose (Jones et al., 2003) akzeptiert werden. UGT sind selten spezifisch
gegeniuber einem bestimmten Akzeptormolekil und glykosylieren in der Regel diverse Substrate.
Experimentell konnte jedoch gezeigt werden, dass die Glykosylierung haufig regiospezifisch ist
(Janvary et al.,, 2009) (Griesser et al., 2008a). Die Glykosylierung resultiert meistens in einer
Stabilisierung, einer erhdhten Wasserloslichkeit oder der Inaktivierung bzw. Detoxifizierung von
Naturstoffen. Wéahrend UGT in Séugerzellen membrangebunden sind (Mackenzie et al., 2005), sind
pflanzliche UGT in der Regel I6sliche cytosolische Enzyme, die die Glykosylierung von verschiedenen
Pflanzenmetaboliten wie Flavonoiden, Phenylpropanoiden, Terpenen, Steroiden sowie
Pflanzenhormone katalysieren (Yonekura-Sakakibara and Hanada, 2011). Zudem weisen alle
pflanzlichen UGT eine C-terminale konservierte Proteinsequenz auf, die als PSPG (plant secondary
product glycosyltransferase)-Box bezeichnet wird (Hughes and Hughes, 1994) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Die Consensus-Sequenz der PSPG (plant secondary product glycosyltransferase)-Box
pflanzlicher UDP-Glykosyltransferasen. Bei dieser Darstellung ist die Gro3e der Buchstaben direkt proportional
zum Auftreten der Aminosaure (Osmani et al., 2009).

Bislang wurden die Kristallstrukturen von funf pflanzlichen UGT ver6ffentlicht: UGT71G1 (Medicago
truncatula) (Shao et al., 2005), UGT72B1 (Arabidopsis thaliana) (Brazier-Hicks et al., 2007),
UGT78G1 (M. truncatula) (Modolo et al., 2009), UGT85H2 (M. truncatula) (Li et al., 2007) und VvGT1
(Vitis vinifera) (Offen et al., 2006). Trotz der geringen Sequenzidentitat zwischen den Enzymen zeigen
die Glykosyltransferasen eine hohe Strukturhomologie. Die Strukturen besitzen eine sogenannte GT-
B-Faltung, die eine N- und C-terminalen Doméane mit einer B/a/f Rossmann-ahnlichen Faltung
aufweist (Lairson et al., 2008) (Wang, 2009). Ein Spalt zwischen den beiden Domé&nen bildet die
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Substratbindetasche. Die Koordination des Zucker-Donormolekils findet primér durch die in der C-
terminalen Domane lokalisierten PSPG-Box statt, wahrend das Akzeptormolekiil ber die N-terminale
Domaéne gebunden wird (Abbildung 9). Der strukturelle Vergleich von GT1 Enzymen konnte zeigen,
dass die C-terminale Domane eine hohere Sequenzahnlichkeit aufweist als die N-terminale. Diese
Beobachtung bietet eine Erklarung fur die geringe Variabilitat des Donormolekiils im Vergleich zum
Akzeptormolekil (Wang, 2009).

N-terminale Doméane

Abbildung 9: Dreidimensionale Struktur von VvGT1 mit U2F (Uridin-5‘-diphospho-2-desoxy-2-fluoro-a-D-
Glukose) und Kampferol im aktiven Zentrum (pdb: 2C1Z) (Offen et al., 2006). Die Sekundarstrukturelemente
sind unterschiedlich gefarbt (a-Helices: tirkis; B-Faltblatt: pink, loop: apricot). Die beiden Substrate U2F und
Kampferol sind als Stabe dargestellt (Kohlenstoffatome: blau, Sauerstoffatome: rot, Phosphoratome: orange) und
befinden sich in dem von den beiden Doménen gebildeten Spalt. Die Darstellung erfolgte mit dem Programm
PyMOL.

Der genaue Reaktionsmechanismus fir die Glykosylierung ist bislang noch nicht bekannt. Es wurden
aber zwei Mechanismen postuliert.

Die erste Hypothese legt einen Sy2-ahnlichen Mechanismus zugrunde, bei dem die Ubertragung des
Zuckerrestes in der beobachteten Inversion des anomeren Kohlenstoffatoms des Zuckers resultiert
(Lairson et al., 2008). In den oben genannten Kristallstrukturen konnte ein Histidin-Rest im N-
Terminus identifiziert werden (His22 in UGT71G1 und His20 in VvGT1), welcher in einem Abstand von
weniger als 4 A vom Zuckerrest und vom Akzeptormolekill lokalisiert ist. Dieses Histidin dient als
Protonenakzeptor in der katalytischen Reaktion. Zusétzlich verstarkt ein Aspartat (Aspl21 in
UGT71G1 und Aspl19 in VvGT1) die Protonen-ziehende Kraft des Histidins durch die Abstraktion
eines Wasserstoffions vom Imidazolring. Das resultierende Oxyanion, das durch die Deprotonierung
des Akzeptormolekiils entstanden ist, kann nun das Kohlenstoffatom an Position C1 des Zuckers
nukleophil angreifen und somit die Bildung einer neuen B-glykosidischen Bindung zwischen dem

Zuckerrest und dem Akzeptormolekil generieren (Shao et al., 2005) (Lairson et al., 2008).
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Der zweite postulierte Reaktionsmechanismus basiert auf strukturellen Studien und Berechnungen
maoglicher exo- und endothermer Schritte wahrend der enzymatischen Katalyse (Hans et al., 2004).
Die in silico Studie mit UGT73A5, einer Betanidin-5-O-glukosyltansferase (Dorotheanthus
bellidiformis), zeigte, dass ein Sy1-Mechanismus energetisch ginstiger sei als ein Sy2-Mechanismus.
Bei diesem Mechanismus wird durch die Ausbildung einer katalytischen Triade zwischen den
Aminosauren Histidin 22 und Glutamat 394 und dem Betanidin die 5-Hydoxygruppe des Betanidins
deprotoniert. In einem weiteren Schritt erfolgt anders als bei dem Sy2-Mechanismus zunéchst die
Spaltung der energiereichen Diphosphatbindung zwischen der Glukose und dem UDP, woraufhin die
neue Bindung zwischen dem Betanidin und der Glukose gebildet wird. Auch hierbei findet eine
Inversion des anomeren Kohlenstoffatoms der Glukose statt (Hans et al., 2004). Die Bedeutung des
N-terminalen Histidins am Reaktionsmechanismus konnte experimentell durch den resultierenden
Aktivitatsverlust bei dem Austausch von Histidin gegen ein Alanin gezeigt und bestatigt werden
(Brazier-Hicks et al., 2007) (Offen et al., 2006).

Neben der Ublichen O-Glykosylierung konnten auch weitere Glykosylierungen an Schwefel-, Stickstoff-
und Kohlenstoffatomen beobachtet und nachgewiesen werden. Viele dieser teilweise auch
bifunktionellen Enzyme (UGT72B1 aus A. thaliana: O- und N-Glykosylierung (Brazier-Hicks et al.,
2007)) sind bislang weder charakterisiert noch kristallisiert, so dass Uber den katalytischen
Mechanismus dieser Reaktionen nur spekuliert werden kann.

Die bislang biochemisch charakterisierten UGT bevorzugen UDP-Glukose als Donormolekil, wobei
einige Enzyme auch alternative UDP-konjugierte Zucker akzeptieren (Bowles et al., 2006) (Ono et al.,
2010). So setzt VVGT1 GDP-Glukose und dTDP-Xylose als Zuckerdonor um (Offen et al., 2006). Die
Analyse der dreidimensionalen Strukturen zeigte, dass die PSPG-Box eine Substruktur bildet, in die
sich der UDP-Zucker einlagert und von verschiedenen Aminosauren des Motives koordiniert werden.
Die Akzeptorbindetasche wird primar von der N-terminalen Doméne und einigen Aminoséauren der C-
terminalen Doméane gebildet. Dieser Bereich, der von helikalen Strukturelementen und Schleifen
dominiert wird, besitzt eine hohe Variabilitat (Wang, 2009). Neben der VvGT1l (UDP-Glukose:
Flavonoid 3-O-Glukosyltransferase) wurden die Glykosyltransferasen VvGT5 (Flavonol 3-O-
Glukuronyltransferase) und 6 (Flavonol 3-O-Glukosyl/Galaktosyltransferase) (Ono et al., 2010), GT5
(Anthocyanin 5-O-Glukosyltransferase) (Janvary et al., 2009) sowie VvgGT1-3 (Hydroxybenzoat-
/Hydroxyzimtsaure-Glukosyltransferase) (Khater et al., 2012) aus V. vinifera biochemisch untersucht,
wobei bislang keine Terpen-spezifische Glykosyltransferase aus der Weinbeere in der Literatur
beschrieben wurde.

Pflanzliche UGT bieten aufgrund ihrer Substratpromiskuitat ein breites Feld fir mdgliche
biotechnologische Anwendungen. Von besonderem Interesse ist hierbei die hohe Regioselektivitat der
Enzyme. Die verschiedenen Glykoside unterscheiden sich in ihren chemischen Eigenschaften und
ihrer Funktionalitdt. Die enzymatisch katalysierte regioselektive Glykosylierung besitzt somit
gegeniber der organischen Synthese den Vorteil, dass keine Schutzgruppenchemie entwickelt und
durchgefuhrt werden muss.

Glykosyltransferasen kénnen fir die enzymatische Biosynthese von Glykosiden im zellfreien System
(immobilisierte Enzyme) oder im Ganzzellsystem genutzt werden. Zwar bietet das zellfreie System die

Mdglichkeit, die immobilisierten Enzyme mehrfach zu verwenden und das Produkt direkt zu isolieren,
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doch muss der aktivierte Zucker (UDP-Glukose) als kostenintensive Komponente zugesetzt werden.
In Ganzzellsystemen wird die UDP-Glukose von dem Organismus, meist Escherichia coli oder
verschiedenen Hefestammen, selbst produziert. Interessanterweise werden die dem Medium
zugesetzten Aglyka in bakteriellen Ganzzellsystemen aus dem Medium in die Zelle transportiert und
die entstanden Glykoside anschlieend wieder in das Medium abgegeben, so dass diese direkt aus
dem Medium isoliert werden kdnnen. Eine Zerstorung der Zellen und aufwendige Aufreinigung ist
somit nicht notwendig (Lim et al.,, 2004) (Willits et al., 2004). Die Strukturaufklarung von funf
pflanzlichen GTs erméglicht es zudem mithilfe gezielter Veranderungen der Proteinsequenz durch den
Austausch einzelner Aminosauren oder ganzer Domanen die Aktivitdt von Enzymen zu beeinflussen
(Cartwright et al., 2008) (Hansen et al., 2009).

Es gibt Uberlegungen durch die veranderte GT-Expression in planta das Erscheinungsbild und/oder
die Qualitat von Lebensmitteln zu beeinflussen. So wurden beispielsweise UGT in Citrus Sorten
identifiziert, die die Bitterstoffe Naringinin (Bar-Peled et al., 1991) und Limonoid (Kita et al., 2000)
glykosylieren und somit den bitteren Geschmack maskieren. Durch eine erhdhte GT-Expression
konnte der Anteil dieser unerwiinschten Aromen reduziert werden. Vergleichbare Uberlegungen
existieren auch fur V. vinifera, bei der die Akkumulation von Anthocyaninen (Farbstoffe) mit der
Aktivitat bestimmter GT in Verbindung steht (Vogt and Jones, 2000).
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2 Zielsetzung

Es heil3t im Volksmund, dass ein Wein mit dem Alter immer besser wird. Ob ein Wein wahrend der
Flaschenlagerung wirklich ,besser wird, ist natirlich abhangig vom Geschmack des jeweiligen
Verbrauchers. Wissenschaftliche Untersuchungen konnten jedoch zeigen, dass sich das Weinbouquet
wahrend der Lagerung verandert. Der Abbau von Essigsdureestern verursacht eine Abnahme der
Frische und Fruchtigkeit des Weines, die Bildung von Vitispiranen sorgt fur eine Kerosin- bzw.
Petrolnote und die chemische Modifikation von Terpenen sorgt fur individuelle Komplexitat des
Weinaromas (Rapp, 1992). Terpene haben in freier Form entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung
des Weinbouquets. Im Gegensatz dazu sind Terpenglykoside nicht Aroma-aktiv. Sie werden jedoch
aufgrund ihrer hohen Wasserldslichkeit und geringen Toxizitat in der Weinbeere gebildet. Die
Glykosylierung maskiert sozusagen die Aroma-pragenden Terpene, so dass die Glykoside als
.verstecktes Aromapotential“ bezeichnet werden. Die Biosynthese von verschiedenen Terpene und
deren Glykosylierung ist priméar Rebsorten-abhéngig. Viele Forschungsansétze, die sich mit der
Auspragung des Weinaromas beschéftigen, sind entweder auf die Terpen-Synthese oder die
Freisetzung der gebundenen Terpene fokussiert. Die fur die Glykosylierung verantwortlichen Enzyme,
die Glykosyltransferasen (GT), wurden bislang noch nicht identifiziert und untersucht.

Ziel dieser Arbeit war die ldentifizierung von Terpenalkohol-Glykosyltransferasen (Terpenol-GT) aus
Vitis vinifera durch heterologe Expression und funktionelle Charakterisierung der exprimierten
Proteine. Bei Untersuchungen zur Aktivitat von Glykosyltransferasen aus A. thaliana konnten Enzyme
identifizieren werden, die Weinaroma-relevante Monoterpenole wie Geraniol und Citronellol
glykosylieren. Mithilfe der Gensequenzen dieser UGT wurden im Genom von V. vinifera 57 homologe
Sequenzen ermittelt und die Expressionsprofile einiger dieser Gene in verschiedenen Geweben und
Rebsorten durch einen Kooperationspartner (Hochschule Geisenheim) untersucht. Basierend auf
diesen Expressionsdaten sollten GT-Kandidatengene zur heterologen Expression in E. coli
ausgewahlt, die Proteine mit einem N-terminalen GST-Tag exprimiert und die Umsetzung von UDP-
[U—“C]Glukose als Donorsubstrat und verschiedenen Akzeptormolekilen bestimmt werden.

Als Substrate sollten neben den Aroma-relevanten Terpenolen Citronellol, Geraniol, Nerol, Linalool
und a-Terpineol auch nachweislich in der Weinbeere vorliegende (glykosylierte) Flavonoide (Cyanidin,
Pelargonidin, Quercetin und Kampferol) und diverse Aromakomponenten wie Benzylalkohol, 2-
Phenylethanol und Eugenol untersucht werden. Die Analyse der Enzymaktivitdt sollte mittels
Flissigkeitsszintillationsmessung erfolgen, wobei die gemessene Radioaktivitat direkt proportional zu
Produktbildung ist. Bei hachgewiesener Aktivitdt gegeniiber Terpenolen sollten die kinetischen Daten
der Enzyme beziglich dieser Substrate und die Enantioselektivitat der Enzyme bestimmt werden. Die
Bestatigung der Produktbildung sollte zum einen mittels Radio-Dunnschichtchromatographie sowie
LC- und GC-MS-Analytik erfolgen. Die LC- und GC-MS-Analytik wurde an der Universitdt Bonn
durchgefuhrt.

In einem weiteren Versuch sollte anstelle der reinen Substrate eine aus den Weinbeeren isolierte
Aglykamischung verwendet und mit dem aufgereinigten Enzym inkubiert werden. Diese Aglyka
spiegeln reprasentativ die Zusammensetzung moglicher Substrate in planta wider. Mit diesem

Versuch sollte eine Verbindung zwischen den in vitro und den in planta Substraten hergestellt werden.
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Zielsetzung

Die generelle Produktbildung sollte zunachst mittels Flissigkeitsszintillationsmessung nachgewiesen
und anschlielend zum Nachweis der gebildeten Glykoside Radio-Diinnschichtchromatographie, LC-
und GC-MS-Analytik verwendet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Annotierung und phylogenetische Analyse der putativen Glykosyltransferasen

aus Vitis vinifera

Monoterpenole wie Geraniol und Citronellol sind pragende Aromakomponenten der Weinbeere und
des Weins. Wahrend der Reifung wird ein Grof3teil dieser Aromastoffe durch Glykosylierung in Aroma-
inaktive Molekile umgewandelt (Mateo and Jimenez, 2000). Die Identifizierung der hierfir
verantwortlichen Glykosyltransferasen (GT) war lange Zeit aufgrund der hohen Heterogenitéat dieser
Enzymgruppe und dem fehlenden Wissen uber Terpenol-Glykosyltransferasen schwer durchzufiihren.
Erst im Jahr 2008 konnten 27 Glykosyltransferasen aus A. thaliana identifiziert werden, die Terpene
glykosylierten (Caputi et al.,, 2008). Basierend auf diesen Sequenzen wurde nach ahnlichen,
annotierten Genen im Genom von V. vinifera (Velasco et al., 2007) (Jaillon et al., 2007) gesucht. Fur
jede der 27 UGT wurden die sechs ahnlichsten Sequenzen des V. vinifera Genoms ermittelt, wodurch
ein Sequenz-Pool von 162 Genen erhalten wurde. Aufgrund von Redundanz konnte die Zahl der
putativen UGT-Sequenzen auf 67 reduziert werden (Stand 2010). Diese bioinformatische Arbeit wurde
von Johanna Frotscher an der Hochschule Geisenheim durchgefiihrt. Durch modifizierte
Annotierungsmethoden und veranderten Datenbank-Eintragen wurde die Anzahl der Sequenzen auf
57 (Stand 2013) angepasst. Eine phylogenetische Analyse der 57 ausgewéahlten Proteinsequenzen
zeigte, dass die Proteine in finf phylogenetische Gruppen eingeteilt werden kénnen. Die Benennung
der Gruppen D, L, H, G und E erfolgte analog zu der von A. thaliana. Die Gruppe L umfasst die grof3te
Anzahl an putativen Glykosyltransferasen (Anhang Abbildung 56).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt zehn putative UGT-Gene aus den finf Gruppen
ausgewahlt. Die Gene, die zwischen 1300 und 1900 Basenpaaren umfassen, wurden aus 5
verschiedenen Weinbau-relevanten Rebsorten (Roter Traminer 11-18 Gm, Roter Traminer FR 46-107,
Weiler Riesling 239-34 Gm, Weilier Riesling 24-196 Gm und Gelber Muskateller FR 90) isoliert. Die
in silico Analyse mit dem Programm SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ergab, dass die
Sequenzen keine Signal- oder Transmembransequenz besitzen.

Die Proteine der Gruppe L teilen sich in zwei phylogenetische Aste auf, die von VVGT8 zum einen und
von VWGT9, WGT10 und VGT11 zum anderen gebildet werden. VVGT8 zeigt zu den annotierten
Terpen-Glykosyltransferasen BAD90934 und BAD90935 aus Eucalyptus perriniana eine hohere
Sequenzahnlichkeit als zu den Arabidopsis GT. Die bereits charakterisierte UDP-Glukose:Flavonoid 3-
O-glykosyltransferase VvGT1 aus V. vinifera bildet einen eigenen phylogenetischen Ast
(Abbildung 10).

Bei der Untersuchung der Gensequenzen aus den unterschiedlichen Rebsorten zeigte sich, dass
verschiedene Genvarianten mit sogenannten Einzelnukleotid-Polymorphismen (englisch: SNP, single
nucleotide polymorphism) nachgewiesen werden konnten, die in einer verdnderten Proteinsequenz
resultierten. Die Proteinvarianten unterscheiden sich meist nur in wenigen Aminosauren (eine bis 22
Aminosauren). Es konnten auch verschiedene Sequenzvarianten in einer Rebsorte identifiziert

werden, wobei nicht alle Varianten in allen Rebsorten vertreten waren (Tabelle 1).
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Abbildung 10: Phylogenetischer Baum der 10 heterolog exprimierten VWGTs, Terpenol-konvertierenden
GTs aus A. thaliana (AtUGT nach (Caputi et al., 2008)), aus S. bicolor (UGT85B1, (Hansen et al., 2009))
sowie den Glykosyltransferasen BAD90934 und BAD90935 aus E. perriniana (Nagashima et al., 2004) und
der charakterisierten VvGT1 aus V. vinifera (Offen et al., 2006). Die GT lassen sich in die Gruppen D, E, H, L
und G einteilen. Die 10 VvGT-Sequenzen wurden von (Frotscher, 2013) ermittelt. Der phylogenetische Baum
wurde mit Geneious Pro 5.5.6 nach der neighbor joining Methode erstellt.
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Tabelle 1: Ubersicht der putativen Glykosyltransferasen aus Vitis vinifera und die aus 5 verschiedenen
Rebsorten identifizierten Proteinvarianten. Die VVGT-Sequenzen wurden von (Frotscher, 2013) zur Verfligung
gestellt.

VvGT-Nummer VvGT-Bezeichnung (Proteinvariante) Rebsorte*
WGT7 VWGT7a 4
VWGT7b 1,2,3,5
VWGT7c 2
WGT7d 2
VvGT7e 3
WGT7f 3
VVGT7g 1,5
VWGT7h 1
VWWGT7i 4
WGT7j 4
VWGT8 VvGT8a 2
VvGT8b 2
VvGT8c 4
VvGT8d 4
VWGT9 VvGT9a 2,4
VvGT9b 4
VWGT10 VWGT10a 2,4
VGT11 VvGTlla 2
VWGT12 VvGT12a 1,23
VwGT12b 1,2,3,4
VWGT12c 4
VvGT13 VvGT13a 1
VvGT13b 1,2,3,4
VvGT13c 2,3
VWGT14 VWGT14a 1,2
VvGT14b 2
VvGT14c 1
VvGT15 VvGT15a 1,24
VvGT15b 1
VvGT15¢ 4
VvGT16 VvGT16a 1

* 1 Roter Traminer 11-18 Gm, 2 Weiller Riesling 239-34 Gm, 3 WeiRer Riesling 24-196

Gm, 4 Gelber Muskateller FR 90, 5 Roter Traminer FR 46-107

3.2 Expression und Untersuchung putativer Glykosyltransferasen aus Gruppe D
3.2.1 Expression und Nachweis der rekombinanten Proteine

Die an der Hochschule Geisenheim isolierten Gene von VvGT12 und VvGT13 wurden fir die
heterologe Expression in den Expressionsvektor pET29a (+) kloniert. Die rekombinanten
Fusionsproteine besallen einen C-terminalen His-Tag. VWwGT12 und VvGT13 wiesen drei
Sequenzvarianten auf, die aus insgesamt vier Traubensorten isoliert werden konnten (Frotscher,
2013) (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Ubersicht der Anzahl der Aminoséureunterschiede zwischen den einzelnen Proteinvarianten
von VWGT12 (A) und VvGT13 (B) (Alignment im Anhang Abbildung 64, 65).

A B
WGT12a VvGT12b WGT13a WVvGT13b
VWGT12b 1 VvGT13b 6
VvGT12c 2 1 VvGT13c 1 5

Fur erste Expressionsuntersuchungen wurden die Varianten VvGT12b und VvGT13a ausgewdhlt. Die
Expression erfolgte in E. coli BL21 (DE3) pLysS und Rosetta (DE3) pLysS. Bei der Anfertigung einer
SDS-PAGE und Immunodetektion des Fusionsproteins konnte nur eine geringe oder keine Expression

nachgewiesen werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Immunodetektion der in BL21 (DE3) pLysS (A) und Rosetta (DE3) pLysS (B) exprimierten
His-Fusionsproteine VvGT12 und VvGT13. Die Fraktionen (2) bis (7) entstanden bei der Expression in E. coli
BL21 (DE3)pLysS und die Proben (8), (9), (11) bis (14) stammen aus der Expression in E. coli Rosetta (DE3)
pLysS. (1), (10) GroRenstandard, (2) Leervektor Proteinrohextrakt und (3) Leervektor konzentrierte
Elutionsfraktion, (4) VvGT12b Proteinrohextrakt, (5) VvGT12b konzentrierte Elutionsfraktion, (6) VvGT13a
Proteinrohextrakt, (7) VvGT13a konzentrierte Elutionsfraktion, (8) Leervektor Proteinrohextrakt, (9) Leervektor
konzentrierte Elutionsfraktion, (11) VvGT12b Proteinrohextrakt, (12) VvGT12b konzentrierte Elutionsfraktion, (13)
VvGT13a Proteinrohextrakt, (14) VvGT13a konzentrierte Elutionsfraktion, Das rote Rechteck markiert das
exprimierte Fusionsprotein VvGT13a.

25 kDa &%

Die Gene wurden daraufhin in den Expressionsvektor pGEX-4T-1 kloniert. pGEX-Vektoren wurden
bereits in dieser und in anderen Arbeitsgruppen zur Gewinnung loslicher Glykosyltransferasen
verwendet (Bayonove et al., 1992), (Griesser et al., 2008a) (Caputi et al., 2008). Der fusionierte GST-
Tag soll zum einen die Léslichkeit des rekombinanten Proteins erhéhen und zum anderen dient er als
Erkennungsdoméne bei der Affinitdtschromatographie. Die nach dem Zellaufschluss erhaltenen
Proteinrohextrakte von VvGT12a-c und VvGT13a-c wurden partiell aufgereinigt und die
Proteinfraktionen mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Hierbei konnten jeweils das

Fusionsprotein sowie der GST-Tag nachgewiesen werden (Abbildung 12, 13).

22



Ergebnisse

1 2 34 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Al o ! B

- .7

- 100 kDa

100kDa| | 70 kDa

70kDa, —

b . 55 kDa
55 kDa - . ‘

- 35 kDa
3BkDa| o - l

- - — < GST

Abbildung 12: SDS-PAGE (Coomassie-gefarbt) (A) und Immunodetektion (B) der in E. coli exprimierten
GST-Fusionsproteine VvGT12a-c. In die Spuren 1 bis 16 wurden folgende Proben aufgetragen: (1) (9)
VvGT12a Proteinrohextrakt (2) (10) VvGT12a Elutionsfraktion (3) (11) GréRenstandard, (4) (12) VvGT12b
Proteinrohextrakt, (5) (13) VvGT12b Elutionsfraktion, (6) (14) VvGT12c Proteinrohextrakt, (7) (15) VvGT12c
Elutionsfraktion, (8) (16) Leervektor Elutionsfraktion. Die roten Rechtecke markieren die exprimierten GST-
VvGT12-Fusionsproteine im Polyacrylamidgel und Western Blot.
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Abbildung 13: SDS-PAGE (Coomassie-gefarbt) (A) und Immunodetektion (B) der heterolog exprimierten
GST-Fusionsproteine VvGT13a-c. Die Spuren 1 bis 16 zeigen folgende Proben: (1) (9) Leervektor
Elutionsfraktion, (2) (10) GréRenstandard (3) (11) VvGT13a Proteinrohextrakt (4) (12) VvGT12a Elutionsfraktion,
(5) (13) VvGT12b Proteinrohextrakt, (6) (14) VvGT12b Elutionsfraktion, (7) (15) VvGT12c Proteinrohextrakt, (8)

(16) VvGT12c Elutionsfraktion, Die roten Rechtecke markieren die exprimierten GST-VvGT13-Fusionsproteine im
Polyacrylamidgel und Western Blot.
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3.2.2 Substratpraferenz der rekombinanten Proteine in vitro

Der Nachweis mdglicher Substrate der rekombinanten GST-UGT erfolgte mittels Enzymassay mithilfe
UDP-[U-"C]Glukose und anschlieRender Radiodetektion der Produkte. Es wurden neben den Aroma-
relevanten Terpenolen Citronellol, Geraniol, a-Terpineol, Nerol und Linalool auch 8-Hydroxylinalool
sowie verschiedene Flavonoide (Cyanidin, Kdmpferol, Pelargonidin und Quercetin) und Monoalkohole
(Eugenol, 2-Phenylethanol, Benzylalkohol und Farnesol) als putative Substrate verwendet. Als
Negativkontrolle ist aufgereinigter Proteinextrakt aus BL21 (DE3) pLysS Zellen eingesetzt worden, die
den leeren Expressionsvektor pGEX-4T-1 enthielten. Allen Enzymassays wurden 10 mM -
Mercaptoethanol frisch hinzugefligt. Bei den untersuchten Enzymen VvGT12a-c und VvGT13a-c
konnte weder mit den aufgereinigten Enzymen noch mit dem Proteinrohextrakt Umsetzung der

untersuchten Substrate nachgewiesen werden.
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3.3 Expression und Untersuchung putativer Glykosyltransferasen aus Gruppe L
3.3.1 Expression und Nachweis der rekombinanten Proteine

Die Gene VvGT8, VWGT9, VWGT10 und VvGT11 konnten phylogenetisch der Gruppe L zugeordnet
werden. Die Sequenzanalyse dieser Gene bei den Sorten Gelber Muskateller FR 90 und Weiler
Riesling 239-34 Gm lieferte fur die resultierenden Proteine VvGT8 vier und fur VWGT9 zwei

Sequenzvarianten (Frotscher, 2013).

Tabelle 3: Ubersicht der Aminosédureunterschiede zwischen den einzelnen identifizierten Enzymvarianten
von VWGT8 (A) und VvGT9 (B) (Alignment im Anhang Abbildung 62, 63).

A B

VvGT8a VvGT8b VWGT8c VWGT9a
VVvGT8b 7 VVGT9b 2
VvGT8c 9 3
VvGT8d 9 3 2

Die Proteine wurden als Fusionsproteine mit einem N-terminalen GST-Tag (etwa 80 kDa) heterolog in
E. coli exprimiert, aufgereinigt (Abschnitt 3.2) und konnten anhand von SDS-PAGE und
immunospezifischen Detektion des GST-Tags nachgewiesen werden (Abbildung 14, 15). Zusatzliche
Proteinbanden, welche sich ebenfalls in der Kontrolle mit dem Leervektor zeigten, deuteten auf eine
partiell unspezifische Aufreinigung hin, so dass die eingesetzte Proteinmenge bei der Umsetzung
verschiedener Substrate eine gewisse Varianz besal3.

1 2 3456 7829 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20

—
[ o] 70 kDa
-
- ——
100 kDa - i
. L I T —— 55 kDa
70 kDa
55 kDa -
-
- .
35kDa |« - e —_— 35 kDa

Abbildung 14: SDS-PAGE (Coomassie-gefarbt) (A) und Immunodetektion (B) der GST-Fusionsproteine
VvGT8a-d. Die heterologe Expression und die Aufreinigung der Fusionsproteine konnte anhand der SDS-PAGE
und der immunospezifischen Detektion nachgewiesen werden. In den Spuren 1 bis 20 sind folgende Proben
aufgetragen: (1) (11) VvGT8a Proteinrohextrakt, (2) (12) VvGT8a Elutionsfraktion, (3) (13) VvGT8b
Proteinrohextrakt (4) (14) VvGT8b Elutionsfraktion, (5) (15) GroRenstandard, (6) (16) VvVGT8c Proteinrohextrakt,
(7) (17) VvGT8c Elutionsfraktion, (8) (18) VvGT8d Proteinrohextrakt, (9) (19) VvGT8d Elutionsfraktion (10) (20)
Leervektor Elutionsfraktion. Die roten Rechtecke markieren die exprimierten GST-VvGT8-Fusionsproteine im
Polyacrylamidgel und Western Blot.
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Abbildung 15: SDS-PAGE (Coomassie-gefarbt) (A) und Immunodetektion (B) der GST-Fusionsproteine
VvGT9a und b, VVGT10 und VvGT11l. Die Fusionsproteine VvGT9a und b, VWGT10 und VvGT11 wurde in
Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS heterolog exprimiert und ber Affinitdtschromatographie aufgereinigt. In den
Spuren 1 bis 14 wurden folgende Proben aufgetragen: (1) (8) VvGT9a Elutionsfraktion, (2) (9) GréRenstandard,
(3) (10) leer (4) (11) Leervektor Elutionsfraktion, (5) (12) VvGT9b Elutionsfraktion, (6) (13) VvGT10
Elutionsfraktion, (7) (14) VvGT11l Elutionsfraktion. Die roten Rechtecke markieren die exprimierten GST-
Fusionsproteine im Polyacrylamidgel und Western Blot.

3.3.2 Substratpraferenz der rekombinanten Proteine in vitro

Die aufgereinigten GST-Fusionsproteine von VWGT8, VWGT9, VVGT10 und VvGT11 wurden beziglich
der Umsetzung verschiedener Substrate (Terpenole, Flavonoide und Monoalkohole) getestet. Als
Negativkontrolle wurde die Elutionsfraktion von E. coli BL21 (DE3) pLysS mit dem Leervektor pGEX-
4T-1 verwendet. Zudem wurde auch der Rohproteinextrakt auf enzymatische Umsetzung der
Substrate untersucht. Die aufgereinigten Proteine VvGT9a, VvGT9b, VvGT10 und VvGT11
akzeptierten neben den Flavonoiden Kampferol und Quercetin auch Eugenol als Substrat. VvGT9a
glukosylierte auRerdem Cyanidin (Abbildung 16). Das Protein VvGT8a zeigte das gleiche
Substratspektrum wie VWGT9b, VvGT10 und VvGT11, wobei der Umsatz wesentlich geringer war. Alle
anderen untersuchten Substrate wurden nicht oder kaum und mit hoher Varianz umgesetzt.

100 - '

© OVvvGT9a
% OVvGT9b
oz 80

E X, _ OVvGT10
:j-"_g 60 - BVVGT11
L% BVVGT8a
E < 40 -

g

anlll
1
0 t t }
Kampferol Quercetin Eugenol Cyanidin

Abbildung 16: Relative spezifische Aktivitaten unterschiedlicher putativer Substrate von VvGT9a und b,
VvGT10, VWGT11 und VvGT8a. Die rekombinanten Fusionsproteine wurden mit dem Akzeptormolekul und UDP-
[U-“C]Glukose bei 30 °C und pH 7,5 (100 mM Tris HCI Puffer mit 10 mM B-Mercaptoethanol) fur 18,5 Stunden
inkubiert. Die Enzyme VvGT8b-d waren nicht aktiv gegenliber den getesteten Substraten und werden deshalb
nicht aufgefuhrt. Die relative spezifische Aktivitat bezieht sich auf die hdchste spezifische Aktivitat, die beim
Umsatz von Kampferol durch VvGT9b ermittelt wurde. Die Substrate Citronellol, Geraniol, 8-Hydroxylinalool,
Linalool, Nerol, a-Terpineol. Pelargonidin, Benzylalkohol, 2-Phenylethanol und Farnesol wurde kein Umsatz
gemessen.
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Die drei weiteren Sequenzvarianten von VvGT8 zeigten keine katalytische Aktivitat.
Interessanterweise war der Zusatz von 3-Mercaptoethanol (10 mM) essentiell fiir eine nachweisbare
Enzymaktivitat. Die Proben mit dem Proteinrohextrakt wiesen keine enzymatische Aktivitat auf, so

dass fur die weiteren Analysen ausschlieR3lich aufgereinigtes Protein verwendet wurde.
3.4 Expression und Untersuchung putativer Glykosyltransferasen aus Gruppe E

Aufgrund der hohen Anzahl von nachgewiesenen Sequenzvarianten der putativen UGT-Gene der
Gruppe E in den insgesamt fiinf verschiedenen Traubensorten, wurde die Untersuchung der heterolog
exprimierten Proteine zunachst auf die Varianten aus den Traubensorten Gelber Muskateller FR 90
(VWGT7b-c) und WeilRer Riesling 239-34 Gm (VvGT7a und VvGT7i-j) beschrankt. Die Klone dieser
Traubensorten zeichnen sich zum einen durch ihre Bedeutung in der Weinindustrie als auch durch
ihre unterschiedlichen Terpengehalte aus. So weist der Gelbe Muskateller FR 90 im Gegensatz zum
WeiRen Riesling 239-34 Gm hohe Terpenolkonzentrationen auf (personliche Kommunikation,
(Stanitzek, 2013). Die Umsetzung von Terpenolen durch VvGT7a-c veranlasste die Analyse weiterer
Sequenzvarianten, die zusatzlich in anderen Traubensorten (WeiRer Riesling 24-196 Gm, Roter
Traminer 11-18 Gm und Roter Traminer FR 46-107) nachgewiesen werden konnten (Frotscher, 2013)
(Tabelle 4). Die Optimierung der Reaktionsbedingungen sowie die kinetischen Daten wurden fir die
exprimierten Proteine VvGT7a-c bestimmt. Aufgrund der guten Ubereinstimmung der Umsetzung der
Terpenole durch die Proteinvarianten von VvVGT7 wurden die kinetischen Daten fir andere VWGT7-

Varianten nicht ermittelt.

Tabelle 4: Ubersicht der Aminosaureunterschiede zwischen den zehn identifizierten Proteinvarianten von
VVGT7 (Alignment im Anhang Abbildung 61).

Ta 7b 7c 7d 7e 7f 79 7h 7i
7b 6
7c 11 10
7d 7 1 11
7e 12 1 1 12
7f 8 2 10 3 11
79 1 5 10 6 11 7
7h 7 1 11 2 12 3 6
7i 8 4 14 5 15 6 9 5
7j 7 5 15 6 16 7 8 6 1

3.4.1 Expression und Nachweis der rekombinanten Proteine

Der aus funf verschiedenen Traubensorten isolierten VvGT7-Gensequenzen konnten zehn
Proteinvarianten zugeordnet werden (VvGT7a-j). Diese wurden analog zu den bereits untersuchten
UGT-Genen der Gruppe D und L als Fusionsproteine mit N-terminalem GST-Tag heterolog exprimiert
und aufgereinigt. Mithilfe von SDS-PAGE und Antikérper-spezifischem Nachweis des GST-Tags
konnte die Expression und die Aufreinigung Uber Affinitdtschromatographie nachgewiesen werden
(Abbildung 17-19). Neben der Proteinbande des Fusionsproteins mit einer Grol3e von 79 kDa zeigte
sich in dem Coomassie-gefarbten SDS-Gel eine vergleichbar ausgepragte Proteinbande mit einer

Grol3e von etwa 60 kDa in den Elutionsfraktionen. Zur Identifizierung wurde diese Proteinbande von
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VVvGT7c und VvGT7j aus dem Gel isoliert und am Lehrstuhl fiir Proteomik und Bioanalytik von Prof.
Dr. Kister (Technische Universitat Minchen) mithilfe massenspektrometrischer Untersuchungen
sequenziert. Die ermittelten Proteinsequenzen stimmten mit der Aminosaureabfolge der Nicht-
Fusionsproteine Uberein. Das Ergebnis deutet darauf hin, dass das Fusionsprotein entweder eine
generelle Instabilitdét aufweist (Isayenkova et al., 2006) (Jackson et al, 2001) oder die
denaturierenden Bedingungen der SDS-PAGE eine Abspaltung des GST-Tags hervorrufen.
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Abbildung 17: SDS-PAGE (Coomassie-gefarbt) (A) und Immunodetektion (B) der GST-Fusionsproteine
VvGT7a-c und VvGT7i und j. Die heterologe Expression der Fusionsproteine konnte mithilfe von SDS-PAGE
und Immunodetektion verifiziert werden. Es wurden folgende Proben aufgetragen: (1) (13) VvGT7c
Proteinrohextrakt, (2) (14) VvGT7c Elutionsfraktion, (3) (15) Leervektor Elutionsfraktion, (4) (16) VVvGT7i
Proteinrohextrakt, (5) (17), VvGT7i Elutionsfraktion (6) (18) VvGT7j Proteinrohextrakt, (7) (19) VvGT7j
Elutionsfraktion, (8) (20) VvGT7a Proteinrohextrakt, (9) (21) VvGT7a Elutionsfraktion (10) (22) VvGT7a
Proteinrohextrakt, (11) (23) VvGT7a Elutionsfraktion, (12) (24) GréRenstandard. Die roten Rechtecke markieren
die exprimierten GST-VvGT8-Fusionsproteine im Polyacrylamidgel und Western Blot.
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Abbildung 18: SDS-PAGE (Coomassie-gefarbt) (A) und Immunodetektion (B) der GST-Fusionsproteine
VvGT7d und VWGT7f-h. Der Nachweis der heterologen Expression der GST-UGT erfolgte mittels SDS-PAGE
und immunospezifischen Detektion. Die in A und B gezeigten Spuren beinhalten folgende Proben: (1) (12)
GroRenstandard , (2) (13) Leervektor Elutionsfraktion, (3) (14), Leervektor Proteinrohextrakt, (4) (15) VvGT7d
Elutionsfraktion, (5) (16), VvGT7d Proteinrohextrakt (6) (17) VvGT7f Elutionsfraktion, (7) (18) VvGT7f
Proteinrohextrakt, (8) (19) VvGT7h Elutionsfraktion, (9) (20) VvGT7h Proteinrohextrakt, (10) (21) VWwGT7g
Elutionsfraktion, (11) (22) VvGT7g Proteinrohextrakt. Die roten Rechtecke markieren die exprimierten GST-
VvGT8-Fusionsproteine im Polyacrylamidgel und Western Blot.
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Abbildung 19: SDS-PAGE (Coomassie-geféarbt) (A) und Immunodetektion (B) des GST-Fusionsproteins
VvGT7e. Das Protein VvGT7e wurde als GST-Fusionsprodukt in E. coli heterolog exprimiert und anschlieRend
affinitditschromatographisch aufgereinigt. In den Spuren 1 bis 10 wurden folgende Proben aufgetragen: (1) (6)
GroRenstandard, (2) (7) VvGT7e Proteinrohextrakt, (3) (8), VvGT7e Elutionsfraktion, (4) (9) Leervektor
Proteinrohextrakt, (5) (10), Leervektor Elutionsfraktion. Die roten Rechtecke markieren die exprimierten GST-
VvGT8-Fusionsproteine im Polyacrylamidgel und Western Blot.

3.4.2 Substratpraferenz der rekombinanten Proteine in vitro

Der Umsatz verschiedener putativer Substrate (Terpenole, Flavonoide sowie kurzkettige und
aromatische Monoalkohole) wurde mit den aufgereinigten GST-Fusionsproteinen von VVvGT7
durchgefiuhrt. Als Negativkontrolle wurde die Elutionsfraktion von E. coli BL21 (DE3) pLysS mit dem
Leervektor pGEX-4T-1 verwendet. Anhand der Enzymassays zeigte sich, dass die Proteinvarianten
VWGT7a-h eine Praferenz beziglich der Glukosylierung von Terpenolen (Nerol, Geraniol und
Citronellol) sowie Eugenol und Benzylalkohol aufwiesen (Tabelle 5). Zusétzlich wurde Quercetin als
Substrat von VWGT7b-g akzeptiert. VVGT7g zeigte eine vergleichsweise hohe Umsetzung von 2-
Phenylethanol. Kurzkettige Monoalkohole wurden marginal glukosyliert. Die Proteinvariante VvGT7i
akzeptierte nur Eugenol und VvGT7j keines der putativen Substrate als Akzeptormolekadil.

Citronellol liegt als Enantiomerengemisch vor. Zur Ermittlung der Enantiopraferenz von VvGT7 wurde
WGT7b mit enantiomerenreinen (S)- und (R)-Citronellol und UDP-[U-"*C]Glukose inkubiert und
analysiert. Hierbei zeigte sich, dass VVGT7 beide Enantiomere umsetzte, jedoch das nicht natrlich in

der Traube vorhandene (R)-Enantiomer bevorzugt glukosylierte (Abbildung 20).
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Nerol Citronellol (R)-Citronellol (S)-Citronellol

Abbildung 20: Relative spezifische Aktivitaten der verschiedenen Enantiomere von Citronellol VvGT7a-c.
Die rekombinanten Fusionsproteine von VvGT7a-c wurden mit dem Akzeptormolekil und UDP-[U-“C]GIukose
inkubiert. Die relative spezifische Aktivitat [%] bezieht sich auf die héchsten spezifischen Aktivitaten, die beim
Umsatz des favorisierten Substrates Nerol durch VvGT7a-c gemessen wurden.
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Tabelle 5: Relative spezifischen Aktivitaten der VvGT7-Varianten gegenlber den getesteten Substraten.
Der Standardreaktionsassay bestand aus UDP-[U-“C]GIukose, dem jeweiligen Substrat und 15 pg aufgereinigten
Enzym. Es wurde Tris HCI (100 mM mit 10 mM B-Mercaptoethanol) mit einem pH von 8,0 verwendet. Die
Inkubation erfolgte fur 18,5 Stunden bei 30 °C. Die relative spezifische Aktivitat [%)] bezieht sich auf die hdchste
spezifische Aktivitét, die beim Umsatz von Nerol durch VvGT7g ermittelt wurde. Die Standardabweichungen sind
dem Anhang (Tabelle 27) zu entnehmen.

o

e 8 g R &g x g = = & 3

o 0] €] 0] €] 0] €] o 0] 0] S

2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 9

Citronellol 48 67 73 71 71 33 45 10 2 0 0
Geraniol 27 51 60 37 32 19 32 0 0 0
8-Hydroxylinalool 1 5 4 3 1 2 1 0 0 0 0
Linalool 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nero o s - - el s+ o o
Terpineol 0 1 0 0 1 2 0 1 0 0 0
Cyanidin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kampferol 1 4 3 1 2 2 1 0 0 0 1
Pelargonidin 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
Quercetin 4 17 17 11 6 14 9 1 0 0 0
Benzylalkohol 15 21 23 11 22 9 19 2 1 1 0
Phenylethanol 4 5 2 5 5 3 20 1 0 0 0
Eugenol 16 38 46 43 40 26 40 23 10 0 0
Farnesol 2 1 0 1 0 2 0 0 1 1 0
Hexanol 5 2 1 5 4 4 6 3 0 0 0
Oktanol 1 6 5 4 5 3 6 1 0 0 0
Mandelonitril 3 2 0 3 2 3 4 1 0 0 0
3-Methyl-2-butenol 3 5 4 4 6 4 6 1 1 1 0
3-Methyl-3-butenol 2 3 2 2 2 2 3 0 0 0 0
cis 3-Hexenol 4 5 4 4 5 3 8 1 0 0 0
trans 2-Hexenol 8 8 8 7 8 5 11 4 0 0 0

:5-10 % :51-80 %

- 11-50 % B > s0%

3.4.3 Bestimmung der optimalen Reaktionsbedingungen

Die Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde fir VvGT7a-c mit UDP-[U-”C]GIukose und Nerol
durchgefuhrt. Hierfir wurde zunéchst die Menge des aufgereinigten Enzyms auf 15 pg und die
Inkubationszeit auf 1 Stunde fur VVGT7b und ¢ bzw. 2 Stunden fir VVGT7a festgelegt. Die héchste
Umsatzrate von Nerol wurde mit VvGT7a bei pH 8,0 in Tris HCI Puffer (100 mM mit 10 mM B-
Mercaptoethanol) bei 30 °C (Abbildung 21), mit VVGT7b bei pH 8,5 in Tris HCI Puffer (100 mM mit 10
mM B-Mercaptoethanol) bei 30 °C (Abbildung 22) und mit VWGT7c bei pH 8,5 in Tris HCI Puffer (100
mM mit 10 mM B-Mercaptoethanol) bei 37 °C (Abbildung 23) gemessen. Bei pH-Werten von 2,0 bis
6,0 war keine Aktivitdt messbar. Die Produktzunahme des Nerylglukosid war fir mindestens eine

Stunde (VvGT7b und c) bzw. 2 Stunden (VvGT7a) linear.
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Abbildung 21: Optimierung der Reaktionsbedingungen von VvGT7a mit dem Substrat Nerol und UDP-[U-
14C] Glukose. (A) Einfluss des pH-Wertes auf die Bildung von Nerylglukosid bei einer Inkubationstemperatur von
30 °C und einer Inkubationszeit von 2 Stunden. Bis zu einem pH-Wert von 6,0 war keine Aktivitat messbar. (B)
Einfluss der Temperatur auf die Bildung von Nerylglukosid bei einem pH-Wert von 8,0 (100 mM Tris HCI mit 10
mM B-Mercaptoethanol) und einer Inkubationszeit von 2 Stunden. (C) Einfluss der Inkubationszeit auf die
Produktbildung. Die Produktbildung war bis mindestens 2 Stunden linear.
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Abbildung 22: Optimierung der Reaktionsbedingungen von VvGT7b mit dem Substrat Nerol und UDP-[U-
14C] Glukose. (A) Einfluss des pH-Wertes auf die Bildung von Nerylglukosid bei einer Inkubationstemperatur von
30 °C und einer Inkubationszeit von 1 Stunden. Bis zu einem pH-Wert von 6,0 war keine Aktivitdit messbar. (B)
Einfluss der Temperatur auf die Bildung von Nerylglukosid bei einem pH-Wert von 8,5 (100 mM Tris HCI mit 10
mM B-Mercaptoethanol) und einer Inkubationszeit von 1 Stunden. (C) Einfluss der Inkubationszeit auf die
Produktbildung. Die Produktbildung war bis mindestens 1 Stunden linear.
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Abbildung 23: Optimierung der Reaktionsbedingungen von VvGT7c mit dem Substrat Nerol und UDP-[U-
14C] Glukose. (A) Einfluss des pH-Wertes auf die Bildung von Nerylglukosid bei einer Inkubationstemperatur von
30 °C und einer Inkubationszeit von 1 Stunden. Bis zu einem pH-Wert von 6,0 war keine Aktivitdit messbar. (B)
Einfluss der Temperatur auf die Bildung von Nerylglukosid bei einem pH-Wert von 8,5 (100 mM Tris HCI mit 10
mM B-Mercaptoethanol) und einer Inkubationszeit von 1 Stunden. (C) Einfluss der Inkubationszeit auf die
Produkthildung. Die Produktbildung war bis mindestens 1 Stunden linear.
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3.4.4 Nachweis der Terpenglukoside mittels Dinnschichtchromatographie

Mithilfe der Dunnschichtchromatographie konnte die Produktbildung visualisiert werden. Die
entstandenen Glukoside wurden im Gegensatz zu der hydrophilen radioaktiv markierten UDP-[U-'*C]
Glukose entlang der LOsungsmittelfront transportiert. Die Detektion erfolgte mit einem
Autoradiographen.

1 23 4 5 6 7 8

Terpenglukoside ‘ ) '
L

§ UDP-[U-*C]Glukose
Startlinie 2

Abbildung 24: Dunnschichtchromatographie der Umsetzung der Terpenole mit VWGT7a. Verschiedene
Terpenole wurden mit Hilfe von affinitdtsgereinigten VvGT7a Protein und UDP-[U-“C] Glukose glukosyliert, die
Glukoside mittels Ethylacetat extrahiert und dinnschichtchromatographisch aufgetrennt. Die Messung der
Radioaktivitat erfolgte mittels Autoradiographen uUber vier Stunden. Verwendete Terpenole in (1) Citronellol, (2)
Geraniol, (3) 8-Hydroxylinalool, (4) Linalool, (5) Nerol, (6), a-Terpineol, (7) Leerkontrolle ohne Substrat und (8)
UDP-[U-"“C]Glukose.

Die glukosylierten Produkte der Akzeptormolekile Nerol, Geraniol und Citronellol konnten
chromatographisch nachgewiesen werden (Abbildung 24). Hierbei wurde nur ein radioaktiver
Produktfleck fur das jeweilige Terpenglukosid detektiert. Aufgrund der chemischen und strukturellen
Ahnlichkeit der Akzeptormolekiile ist die Laufweite der entstehenden Produkte annéhernd identisch.
Bei dem Einsatz von 8-Hydroxylinalool, Linalool und a-Terpineol konnten entsprechend der zuvor
ermittelten Substratpraferenzen keine radioaktiv markierten Produkte detektiert werden. Durch die
vergleichende Auftragung des radioaktiv markierten Donormolekills konnte gezeigt werden, dass bei
der Extraktion keine UDP-[U-'“C] Glukose in die organische Phase iibertragen wurde. Die
Dunnschichtchromatogramme der Produkte von VvGT7b und c¢ sind mit dem von WWGT7a

vergleichbar und im Anhang zu finden (Anhang Abbildung 57, 58).

3.4.5 Bestimmung der kinetischen Daten von VWwGT7a-c

Die kinetischen Daten wurden fir die drei Akzeptormolekile Nerol, Geraniol und Citronellol mit
festgesetzter UDP-Glukose-Konzentration (502,5 pM) und fur UDP-Glukose mit konstanter Nerol-
Konzentration (VvGT7a: 400 uM Nerol; VVGT7b, c: 200 uM Nerol) bestimmt. Es zeigte sich, dass die
kinetischen Daten von VWGT7b und ¢ &hnliche Werte aufweisen.

Die keo-Werte dieser Enzymvarianten fir die Umsetzung von Nerol und UDP-Glukose sind mit 14 bis
20-10 sec™ bzw. 12 bis 14-10™ sec™ drei-bis fiinfmal groRer als die von VvGT7a. Die Wechselzahl
der Terpenole Geraniol und Citronellol hingegen zeigt bei allen drei VvGT7-Varianten eine
vergleichbare GrofRenordnung (1 bis 310" sec'l). Die Ky-Werte von Nerol sind bei VVGT7b und ¢ mit
etwa 200 uM halb so gro3 wie bei VvGT7a. Die ermittelten Ky-Werte von Citronellol und Geraniol
sowie die der UDP-Glukose zeigen bei allen drei Enzymvarianten vergleichbare Konzentrationen
(Tabelle 6).
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Tabelle 6: Ubersicht der kinetischen Daten von VWGT7a, VWGT7b und VvGT7c. Die kinetischen Daten fiir die
Akzeptormolekile Nerol, Citronellol und Geraniol wurden bei konstanter UDP-Glukose-Konzentration unter
optimalen Bedingungen ermittelt. Die Daten fir die UDP-Glukose wurden bei konstanter Nerol-Konzentration
unter optimalen Bedingungen bestimmt. Die Auswertung erfolgte mittels der Solver-Funktion mit Office Excel,
Lineweaver-Burk und Hanes-Woolf.

Substrat Km [UM] Kear [107 seC™] Kear/Km [10 seC™ MM
VWGT7a

Nerol 417 £ 4 4 10

Citronellol 433 + 62 2

Geraniol 464 + 56 1

UDP-Glukose 52+9 3 53
VWGT7b

Nerol 204 £ 27 20 70

Citronellol 306 + 75 2 10

Geraniol 396 +12 2 10

UDP-Glukose 48+ 1 12 260
VGT7c

Nerol 211+ 16 14 70

Citronellol 445 + 21 3 7

Geraniol 321+2 3 6

UDP-Glukose 56+3 14 260

3.4.6 Sequenzvergleich der VvGT7-Varianten, zielgerichtete Mutagenese und deren

Einfluss auf die in vitro Aktivitat

Die Untersuchungen der Substratpraferenz der zehn heterolog exprimierten Proteinvarianten von
VVGT7 ergaben, dass die Varianten VVGT7i und VvGT7]j eine geringe Umsetzung von Eugenol bzw.
keine Aktivitdt gegentber den getesteten Substraten zeigten. Der Vergleich der Aminoséaure-
sequenzen der zehn VvGT7-Varianten zeigte, dass sich die aktiven und die inaktiven Enzyme in exakt
drei Aminosauren (Positionen in der Consensus-Sequenz: L186V, 1210L und P318A) unterscheiden
(Abbildung 25).
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Abbildung 25: Ausschnitte des Sequenzvergleiches der 10 Proteinvarianten von VvGT7a-j. Die Ausschnitte
zeigen die drei Aminosauren, in denen sich die aktiven (VvGT7a-h) von den inaktiven (VvGT7i-j)) Enzymen
unterscheiden. Diese Positionen sind oberhalb der Consensus-Sequenz mit einem Sternchen markiert.
Ausschnitt (A) zeigt die beiden Positionen 186 und 210 und Ausschnitt (B) zeigt die Position 318 (Nummerierung
in der Consensus-Sequenz).Die identischen Aminoséuren sind in der Abbildung transparent dargestellt, wahrend
die Positionen, in denen sich die Sequenzen unterscheiden, schwarz hervorgehoben sind. Die Darstellung wurde
mit dem Programm Geneious Pro 5.5.6 erstellt.

Basierend auf bekannten Kristallstrukturen von Glykosyltransferasen wurde die 3D-Struktur der
aktiven Enzyme VvGT7a-c und der inaktiven Proteine VvGT7i und j Uber sogenanntes ,Homology
Modeling“ berechnet. In die errechnete Struktur von VVGT7c¢c konnten dann die beiden Substrate Nerol
und UDP-Glukose integriert werden. Diese Analysen wurden von Geoffrey Behrens an der Universitat
Greifswald mit der Strukturanalyse-Software YASARA durchgefiihrt. Anhand der 3D-Struktur zeigte
sich, dass die drei relevanten Aminosaurepositionen nicht in direkter Néhe (Abstand <5 A) zum
aktiven Zentrum und den gebundenen Substraten lokalisiert sind (Abbildung 26).

Wahrend die Aminoséduren 186 und 210 in der N-terminalen Doméane, die fur die Bindung des
Akzeptormolekuls verantwortlich ist, vorliegen, befindet sich die Aminosaure 318 in einer Doméne, die
eine Schleifen-Struktur, einen sogenannten ,loop“, bildet. Dieser loop gehort zu der C-terminalen

Domaéne des Proteins und ist am auf3eren Eingangsbereich des aktiven Zentrums lokalisiert.
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Abbildung 26: Alignment der dreidimensionalen Strukturen von VvGT7b und VWGT7i (Cartoon-
Darstellung). Die drei Aminosauren, die die aktiven (pink) Glykosyltransferasen von den nicht-aktiven (blau)
Enzymen unterscheidet, sind als Stabe dargestellt. AulRerdem sind die beiden Substrate Nerol (griin) und UDP-
Glukose (turkis) zu erkennen. Die Nummerierung der Aminosaurereste bezieht sich auf die Consensus-Sequenz.

Die in silico Berechnung madglicher intramolekularer Interaktionen dieser drei Positionen mithilfe des
RING-Webservers (http://protein.bio.unipd.it/ring/) ergab, dass diese Aminosauren keine direkten
Einflisse auf das aktive Zentrum ausiiben sollten. Um die Effekte dieser Aminoséauren auf die Aktivitat
des Enzyms in vitro zu analysieren, wurden die Aminoséuren der inaktiven Enzymvarianten in die der
aktiven Proteine mutiert. Aufgrund der Information Uber die putative Struktur und der generellen
Eigenschaften der verschiedenen Aminosauren, wurde zunachst die Consensus-Position 318 mutiert.
Hierbei wurde das Gencodon so verandert, dass anstelle eines Alanins ein Prolin translatiert wurde.
Der Austausch dieser Aminosaure ergab jedoch keine Verdnderung der Aktivitdt sowohl fur VvGT7i-
A317P als auch fur VvGTj-A317P (Tabelle 7). AnschlieRend wurden ausgehend von den
Einfachmutanten die Doppelmutanten VvGT7i-L210I-A317P und VWGT7i-V186L-A317P bzw. VVGT7j-
L210I-A317P und VvGT7j-V186L-A317P konstruiert und exprimiert. Hierbei zeigte sich, dass die
jeweiligen Doppelmutanten von VvGT7i eine vergleichbare Umsetzung von Nerol und Citronellol
aufwiesen und die Doppelmutanten von VvGT7] eine Aktivitit gegenliber Nerol zeigten. Die
Veranderung der dritten Position resultierte bei VvVGT7i in einer Tripelmutante, die eine vergleichbare
Aktivitat gegeniiber den getesteten Substraten aufwies wie VvGT7a und VGT7f (Tabelle 5). Nerol
konnte als préaferiertes Substrat nachgewiesen werden. Zudem wurden Citronellol, Geraniol, Eugenol,
Benzylakohol, Hexanol und trans 2-Hexenol als Substrate akzeptiert. Die Tripelmutante VvGT7j-
V186L-L2101-A317P konnte ebenfalls Nerol, Citronellol, Eugenol und Benzylalkohol glukosylieren und

akzeptierte zusatzlich Kdmpferol, Quercetin und 3-Methyl-2-butenol. Generell war die Gesamtaktivitat
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der VvGT7j-Tripelmutante geringer als die der aktiven Proteinvarianten und der Dreifachmutante
VWGT7i-V186L-L210I-A317P.

Tabelle 7: Relative spezifischen Aktivitdten der VvGT7i- und VvGT7j-Mutanten gegeniiber den getesteten
Substraten. Der Standardreaktionsassay bestand aus UDP-[U-“C]GIukose, dem jeweiligen Substrat und 15 pg
aufgereinigten Enzym. Es wurde Tris HCI (100 mM mit 10 mM B-Mercaptoethanol) mit einem pH von 8,0
verwendet. Die Inkubation erfolgte fur 18,5 Stunden bei 30 °C. Die relative spezifische Aktivitat [%] bezieht sich
auf die hdchste spezifische Aktivitat, die beim Umsatz von Nerol durch VvGT7g ermittelt wurde. Die
Standardabweichungen sind dem Anhang (Tabelle 26) zu enthehmen.

5 3 8 ga 5 3 8 ga
=~ < E E a E a E § < i 2 o ,;:' o E 5
0] €] G ©S GBS ©E& @ G ©S G5 @8
= 2 2 =2 32 =29 2 2 22 32 329
Citronellol 45 0 1 14 13 48 0 0 0 0 20
Geraniol 32 0 0 4 4 19 0 0 0 0
8-Hydroxylinalool 1 0 0 0 0 0 0 0
Linalool 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nerol N - 0 2 n 78 0 0 5 5 27
Terpineol 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Cyanidin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kéampferol 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 20
Pelargonidin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Quercetin 9 0 0 0 0 4 0 0 0 0
Benzylalkohol 19 0 4 4 4 10 0 6 0 0
Phenylethanol 20 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Eugenol 40 10 6 10 12 12 0 0 0 0 13
Farnesol 0 0 3 0 0 0 0 4 0 0 3
Hexanol 6 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0
Oktanol 6 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
Mandelonitril 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3-Methyl-2-butenol 6 0 0 0 0 0 0 5 0 0 5
3-Methyl-3-butenol 3 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0
cis 3-Hexenol 8 0 0 0 1 4 0 0 0 0 0
trans 2-Hexenol 11 0 0 1 0 6 0 0 0 0 0
:5-10% :51-80 %

:11-50 % B > s0%

3.4.7 Untersuchung der in vivo Aktivitat mittels Aglykaextrakt

Um putative in vivo Substrate zu identifizieren, wurde ein Aglykaextrakt aus den Rebsorten Gelber
Muskateller FR 90 (spéater Erntetermin) und Roter Traminer 11-18 Gm (friiher und spéater Erntetermin)
hergestellt (zur Verfiigung gestellt von Sarah Stanitzek, Universitdt Bonn) und mit dem Enzym
inkubiert. Aufgrund der vergleichbaren Substratpréaferenz der aktiven Proteinvarianten und der
kinetischen Daten von VvGT7a-c wurde die Umsetzung nur mit dem Enzym VvGT7b durchgefuhrt. Flr
die Reaktion ist zum einen UDP-[U-""C]Glukose und zum anderen nicht-markierte UDP-Glukose

verwendet worden. Die Inkubation der Reaktionsansatze erfolgte unter idealen Bedingungen Uber
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Nacht. Als Positivkontrolle wurden Reaktionsansatze mit Geraniol verwendet. Die Analyse der Proben
mit UDP-[U-'“C]Glukose erfolgte mittels Flussigkeits-szintillationsmessung und Dunnschicht-
chromatographie. Anhand der Positivkontrollen mit Geraniol konnte die generelle Aktivitat von VVGT7b
bestatigt werden. Es zeigte sich, dass bei dem Reaktionsansatz mit dem Aglykaextrakt vom Gelben
Muskateller FR 90 mittels Flussigkeitsszintillationsmessung Aktivitat nachgewiesen werden konnte
und zwei Produktflecke mittels Dunnschichtchromatographie detektiert wurden, die nicht dem
Geranylglukosid entsprachen. Dagegen konnte bei den Reaktionsansatzen mit dem Extrakt aus dem
Roten Traminer 11-18 Gm (friher und spater Erntetermin) weder mithilfe der Flissig-
szintillationsmessung noch mittels Dinnschichtchromatographie Aktivitdt oder Produkte gemessen
oder visualisiert werden (Abbildung 27). Die Identifizierung der Produkte bei dem Umsatz des

Aglykaextrakts vom Gelben Muskateller FR 90 soll in einem Nachfolgeprojekt durchgefiihrt werden.

k| UDP-[U-"“C]Glukose
Startlinie .

Abbildung 27: Dinnschichtchromatographie der Umsetzung der Aglykaextrakte aus dem Gelben
Muskateller FR 90 und dem Roten Traminer 11-18 Gm (spéater Erntetermin) sowie Geraniol mit VvGT7b.
Aglykaextrakte oder Geraniol wurden mit Hilfe von affinitdtsgereinigten VvGT7b Protein und UDP-[U-”C]GIukose
glukosyliert, die Produkte mittels Ethylacetat extrahiert und dinnschichtchromatographisch aufgetrennt. Die
Messung der Radioaktivitat erfolgte mittels Autoradiographen uber vier Stunden. (1) VvGT7b mit Aglykaextrakt
aus dem Gelben Muskateller FR 90, (2) VVGT7b mit Geraniol, (3) Leerkontrolle ohne Substrate, (4) VVGT7b mit
Aglykaextrakt aus dem Roten Traminer 11-18 Gm, (5) VvGT7b mit Geraniol, (6) Leerkontrolle ohne Substrat und
(7) UDP-[U-'*C]Glukose. Die Flissigkeitsszintillationsmessung des Enzymassays von VWGT7b mit dem Extrakt
des Roten Traminer 11-18 Gm (friiher Erntezeitpunkt) konnte keinen Umsatz nachweisen, so dass von diesem
Ansatz keine dinnschichtchromatographische Untersuchung durchgefiihrt wurde.

3.5 Expression und Untersuchung putativer Glykosyltransferasen aus Gruppe G

3.5.1 Expression und Nachweis der rekombinanten Proteine

Die Gene VvGT14 und VvGT16 wurden phylogenetisch der Gruppe G zugeordnet. In den
untersuchten Traubensorten Roter Traminer 11-18 Gm und WeiRer Riesling 239-34 Gm konnten drei

Proteinvarianten von VvGT14 und eine von VvGT16 identifiziert werden (Frotscher, 2013) (Tabelle 8).

Tabelle 8: Ubersicht der Aminosaureunterschiede der Proteinvarianten, die fiir VVGT14 in zwei Rebsorten
identifiziert werden konnten (Alignment im Anhang (Abbildung 66).

VWGT14a VvGT1l4b

VWGT14b 1

VvGT14c 21 22
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Die Gene wurden in den Expressionsvektor pGEX-4T-1 kloniert. Die Expression als Fusionsprotein mit
einem N-terminalen GST-Tag wurde mithilfe von SDS-PAGE und Immunodetektion nachgewiesen.
Die GST-assoziierten Proteine VvGT14a-c (Abbildung 28, 29) und VvGT16 besitzen eine Grolie von
ca. 81 kDa und konnten Gber den GST-Tag partiell aufgereinigt werden. Bei VVGT16 zeigte sich in der
Elutionsfraktion eine dominierende Bande mit einer ProteingréRe, die dem Protein ohne GST-Tag
entspricht (Abbildung 30).
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Abbildung 28: SDS-PAGE (Coomassie-gefarbt) (A) und Immunodetektion (B) der GST-Fusionsproteine
VvGT14b und c. Der Proteinrohextrakt sowie die einzelnen Fraktionen der Aufreinigung wurden auf die
Expression des Zielproteins untersucht. Die Spuren 1 bis 20 beinhalten folgende Proben: (1) (11) Leervektor
Elutionsfraktion, (2) (12) GréRenstandard, (3) (13) VvGT14b Proteinrohextrakt, (4) (14) VvGT14b Durchfluss, (5)
(15), VWGT14b Waschfraktion, (6) (16) VvGT14b Elutionsfraktion, (7) (17) VvGT14c Proteinrohextrakt, (8) (18)
VvGT14c Durchfluss, (9) (19) VvGT14c Waschfraktion, (10) (20) VvGT14c Elutionsfraktion. Die roten Rechtecke
markieren die exprimierten GST-VvGT14b und c-Fusionsproteine im Polyacrylamidgel und Western Blot.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | v B

L - 100 kDa
100 kDa sl - 70 kDa
70 kDa I:E =
55 kDa
55 kDa i -y
| =4 =4
35 kDa
35 kDa g & 2
- " < GST

Abbildung 29: SDS-PAGE (Coomassie-gefarbt) (A) und Immunodetektion (B) des GST-Fusionsproteins
VvGT1l4a. Die Expression der GST-UGT konnte mittels SDS-PAGE und immunospezifischer Detektion
visualisiert und nachgewiesen werden. Es wurden folgende Proben aufgetragen: (1) (7) Leervektor
Elutionsfraktion, (2) (8) VvGT14a Proteinrohextrakt, (3) (9) VvGTl14a Durchfluss, (4) (10) VvGT1l4a
Waschfraktion, (5) (11), VvGT14a Elutionsfraktion, (6) (12) GréRenstandard. Die roten Rechtecke markieren das
exprimierte GST-VvGT14a-Fusionsprotein im Polyacrylamidgel und Western Blot.
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Abbildung 30: SDS-PAGE (Coomassie-gefarbt) (A) und Immunodetektion (B) des GST-Fusionsproteins
VvGT16. Die Expression des GST-gekoppelten Proteins VvGT16 wurde mithilfe von SDS-PAGE und
immunospezifischer Detektion verifiziert. Hierbei wurden folgende Proben verwendet: (1) (7) Leervektor
Elutionsfraktion, (2) (8) VVGT16 Proteinrohextrakt, (3) (9) VVGT16 Durchfluss, (4) (10) VVGT16 Waschfraktion, (5)
(11), VvGT16 Elutionsfraktion, (6) (12) GréRenstandard. Die roten Rechtecke markieren das exprimierte GST-

VvGT16-Fusionsprotein im Polyacrylamidgel und Western Blot. Das orangene Rechteck markiert VVGT16 ohne
GST-Tag.

3.5.2 Substratpraferenz der rekombinanten Proteine in vitro

Die Bestimmung des Umsatzes der putativen Substrate wurde mit den aufgereinigten GST-
Fusionsproteinen durchgeftihrt. Die Messung der Enzymaktivitéat zeigte, dass VvGT14a alle Substrate
aulRer den Flavonoiden (Cyanidin, Kampferol, Pelargonidin und Quercetin) glukosylierte. VvGT14b
konnte die Terpenole Citronellol, Geraniol und Linalool sowie Mandelonitril in sehr geringen Mengen
umsetzen. Die Proteinvariante VvGT14c wies keine Aktivitat auf (Abbildung 31). Die Bestimmung der
Enantiopréaferenz von VvGT14a bei der Umsetzung von Citronellol erfolgte durch den Einsatz von
enantiomerenreinem (S)- und (R)-Citronellol (Abbildung 32). VvGT14a glukosyliert beide Enantiomere
mit annéhernd gleicher Effizienz. Auch fir Linalool konnte kein bevorzugter Umsatz eines
Enantiomers nachgewiesen werden. Die Messung erfolgte mittels GC-MS an der Universitat Bonn
durch Sarah Stanitzek im AK Prof. Wist.
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Abbildung 31: Relative spezifische Aktivitaten unterschiedlicher putativer Substrate von VvGT14a und b.
Die rekombinanten Fusionsproteine wurden mit dem Akzeptormolekdl und UDP-[U-14C]GIukose bei 30 °C und pH
8,5 (100 mM Tris HCI Puffer mit 10 mM B-Mercaptoethanol) fir 1,5 Stunden inkubiert. Die Enzymvariante
VvGT14c war nicht aktiv gegeniiber den getesteten Substraten und wird deshalb nicht aufgefiihrt. Die relative
spezifische Aktivitat [%] bezieht sich auf die hdchste spezifische Aktivitat, die beim Umsatz von Geraniol durch
VvGT14a ermittelt wurde.
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Abbildung 32: Relative spezifische Aktivitaten der verschiedenen Enantiomere von Citronellol VvGT14a.
Die rekombinanten Fusionsproteine wurden mit dem Akzeptormolekil und UDP-[U-“C]GIukose inkubiert. Die
relative spezifische Aktivitdt [%] bezieht sich auf die hochste spezifische Aktivitdt, die beim Umsatz von
razemischen Citronellol durch VvGT14a gemessen wurde.

VvGT16 glukosyliert neben Benzylalkohol und Phenylethanol auch die Terpenole Citronellol, Geraniol
und Nerol sowie die kurzkettigen Monoalkohole Hexanol, 3-Methyl-2-butenol, cis 3-Hexenol und trans
2-Hexenol. Die Terpenole 8-Hydroxylinalool, Terpineol und Linalool, die Flavonoide Cyanidin,
Kampferol, Pelargonidin und Quercetin sowie die Monoalkohole Eugenol, Farnesol, Oktanol,
Mandelonitril, 3-Methyl-3-butenol und Furaneol werden nicht als Substrate akzeptiert (Abbildung 33).
Die Bestimmung der Enantiopréferenz bei der Umsetzung von enantiomerenreinem (S)- und (R)-

Citronellol ergab keine bevorzugte Umsetzung eines Enantiomers (Abbildung 34).
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Abbildung 33: Relative spezifische Aktivitaten unterschiedlicher putativer Substrate von VvGT16. Das
rekombinante Fusionsprotein wurde mit dem Akzeptormolekil und UDP-[U-14C]GIukose bei 30 °C und pH 8,5
(100 mM Tris HCI Puffer mit 10 mM B-Mercaptoethanol) fur 4 Stunden inkubiert. Die relative spezifische Aktivitét
[%] bezieht sich auf die hdchste spezifische Aktivitat, die beim Umsatz von Benzylalkohol durch VvGT16 ermittelt
wurde. Nerol, cis 3-Hexenol, Citronellol, 3-Methyl-2-butenol, 8-Hydroxylinalool, Linalool, a-Terpineol, Cyanidin,
Kampferol, Pelargonidin, Quercetin, Eugenol, Farnesol, Oktanol, Mandelonitril, 3-Methyl-3-butenol und Furaneol
wurden nicht als Substrate akzeptiert.
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Abbildung 34: Relative spezifische Aktivitaten der verschiedenen Enantiomere von Citronellol VvGT16.
Die rekombinanten Fusionsproteine wurden mit den Enantiomeren von Citronellol und UDP-[U-“C]GIukose
inkubiert. Die relative spezifische Aktivitat [%] bezieht sich auf die héchste spezifische Aktivitat, die beim Umsatz
von razemischen Citronellol durch VvGT16 gemessen wurde.
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3.5.3 Bestimmung der optimalen Reaktionsbedingungen

Aufgrund der nur marginal nachweisbaren Aktivitdt von VvGT14b im Vergleich zu VvGT14a ist die
Optimierung der Reaktionsbedingungen sowie die weitere Charakterisierung nur fir VvGT1l4a
durchgefuhrt worden. Die Menge des aufgereinigten Proteins wurde hierfur auf 0,1 pg und die
Inkubationszeit auf 1,5 Stunden festgelegt. Als Substrat wurde Geraniol verwendet. Die hdchste
Produktbildung konnte bei einem pH von 8,5 (100 mM Tris HCI Puffer mit 10 mM B-Mercaptoethanol)
und einer Temperatur von 30 °C nachgewiesen werden. Die Bildung von Geranylglukosid war fir
mindestens 2 Stunden linear (Abbildung 35). Die optimalen Reaktionsbedingungen von VvGT16
wurden unter der Verwendung von Geraniol als bevorzugtes Terpenol und UDP-[U-'*C]Glukose
bestimmt. Hierfir wurden 5 pg aufgereinigtes Protein verwendet. Die Inkubationszeit der
Reaktionsansatze betrug 4 Stunden. Die Bildung von Geranylglukosid war bei einem pH von 8,5 in
Tris HCI Puffer (100 mM mit 10 mM B-Mercaptoethanol) bei 30 °C maximal. Die gebildete Menge an
Produkt war fir mindestens 5 Stunden linear (Abbildung 36).
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Abbildung 35: Optimierung der Reaktionsbedingungen von VvGT14a mit dem Substrat Geraniol und UDP-
[U-“C] Glukose. A Einfluss des pH-Wertes auf die Bildung von Geranylglukosid bei einer Inkubationstemperatur
von 30 °C und einer Inkubationszeit von 1,5 Stunden. B Einfluss der Temperatur auf die Bildung von
Geranylglukosid bei einem pH-Wert von 8,5 (100 mM Tris HCI mit 10 mM B-Mercaptoethanol) und einer
Inkubationszeit von 1,5 Stunden. C Einfluss der Inkubationszeit auf die Produktbildung. Die Produktbildung war
bis mindestens 2 Stunden linear.

A B C
__120 - 120 - 3 -
X
7 100 - 100 - = 25 *
% 80 - 80 - S 2
(o))
3] c
< =}
ﬁ 60 - 60 - % 1,5 1 ®
N €
© 40 - 40 - 3 17
n o
2 & *
= 20 A 20 0,5 1
<
g
0 - 0 T T T T T T 0 T T !
2 4 6 8 10 12 0 10 20 30 40 50 60 0 2 4 6
pH Temperatur [°C] Zeit [Stunden]

Abbildung 36: Optimierung der Reaktionsbedingungen von VvGT16 mit dem Substrat Geraniol und UDP-
[U-“C]Glukose. A Einfluss des pH-Wertes auf die Bildung von Geranylglukosid bei einer Inkubationstemperatur
von 30 °C und einer Inkubationszeit von 4 Stunden. B Einfluss der Temperatur auf die Bildung von
Geranylglukosid bei einem pH-Wert von 8,5 (100 mM Tris HCI mit 10 mM B-Mercaptoethanol) und einer
Inkubationszeit von 4 Stunden. C Einfluss der Inkubationszeit auf die Produktbildung. Die Produktbildung war bis
mindestens 5 Stunden linear.
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3.5.4 Nachweis der Terpenglukoside mittels Diinnschichtchromatographie

Mithilfe der Dunnschichtchromatographie konnte die Bildung der Terpenglukoside nachgewiesen
werden. Die entstandenen Produkte wurden im Gegensatz zu der hydrophilen UDP-[U-"*C]Glukose
entlang der Losungsmittelfront transportiert. Die Detektion erfolgte mit einem Autoradiographen utber
eine Dauer von vier Stunden.

Terpenglukoside

b
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Abbildung 37: Dinnschichtchromatographie der Umsetzung der fiunf getesteten Terpenole mit VvGT14a.
Verschiedene Terpenole wurden mit Hilfe von affinitatsgereinigten VvGT14a Protein und UDP-[U-14C]GIukose
glukosyliert, die Glukoside mittels Ethylacetat extrahiert und dinnschichtchromatographisch aufgetrennt. Die
Radioaktivitat wurde mittels Autoradiographen uber vier Stunden gemessen. Die Inkubation der Reaktionsanséatze
erfolgte mit 0,1 pg aufgereinigtem Enzym bei 30 °C in Tris HCI Puffer (100 mM mit 10 mM B-Mercaptoethanol) fur
18,5 Stunden. VvGT14a mit (1) Citronellol (2) Geraniol, (3) 8-Hydroxylinalool, (4) Linalool, (5) Nerol, (6) Terpineol,
(7) Leerkontrolle ohne Akzeptormolekiil und (8) UDP-[U-'“C]Glukose.

Die Glukosidbildung bei der Umsetzung mit VvGT14a konnte chromatographisch bestétigt werden
(Abbildung 37). Hierbei zeigten sich bei allen sechs getesteten Terpenolen Produktflecke. Die
Umsetzung von 8-Hydroxylinalool lieferte zwei Produkte was auf eine zweifache Glukosylierung des
Diols hinweist. Die Migration der Terpenglukoside ist aufgrund der vergleichbaren chemischen
Eigenschaften sehr ahnlich. Die vergleichende Auftragung des radioaktiv markierten Donormolekils
zeigte, dass keine UDP—[U—“C]GIukose in die organische Phase extrahiert wurde (Abbildung 37). Die
Bildung der Terpenglukoside wurde weiterhin vom Kooperationspartner (Sarah Stanitzek, Universitat
Bonn) mittels LC-MS/MS Analyse bestatigt.
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Abbildung 38: Dunnschichtchromatographie der Umsetzung der verwendeten Terpenole mit VvGT16.
Verschiedene Terpenole wurden mit Hilfe von affinitdtsgereinigten VvGT16 Protein und UDP-[U-“C]GIukose
glukosyliert, die Glukoside mittels Ethylacetat extrahiert und diinnschichtchromatographisch aufgetrennt. Die
Messung der Radioaktivitat erfolgte mittels Autoradiographen uUber vier Stunden. Die Inkubation der
Reaktionsanséatze wurde mit 5 pg aufgereinigtem Enzym bei 30 °C in Tris HCI Puffer (100 mM mit 10 mM -
Mercaptoethanol) fur 18,5 Stunden durchgefihrt. VVGT16 mit (1) Citronellol (2) Geraniol, (3) 8-Hydroxylinalool,
(4) Linalool, (5) Nerol, (6) Terpineol, (7) Leerkontrolle ohne Akzeptormolekdl und (8) UDP-[U-1 C]Glukose.
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Die Bildung von Citronellyl-, Geranyl- und Nerylglukosid bei der Umsetzung mit VvGT16 konnte
mithilfe der Dunnschichtchromatographie gezeigt werden (Abbildung 38). Die Produktflecke wiesen
ahnliche R-Werte auf. Eine Ubertragung von UDP-[U-"*C]Glukose bei der Extraktion in die organische

Phase konnte ausgeschlossen werden (Abbildung 38).

3.5.5 Bestimmung der kinetischen Daten von VvGT14a und VWGT16

Die kinetischen Daten von VvGT14a wurden fir die sechs Akzeptormolekiile Geraniol, Citronellol,
Nerol, Linalool, a-Terpineol und 8-Hydroxylinalool mit festgesetzter UDP-Glukose-Konzentration
(0,2 mM UDP-Glukose) und fiir UDP-Glukose mit konstanter Geraniol-Konzentration (0,1 mM
Geraniol) bestimmt.

Km und Kege sind mit 9 uM und 0,02 sec™ fir Citronellol und Geraniol gleichwertig (Tabelle 9). Dies
korreliert mit den Daten der Substratpraferenz, bei der sich die spezifischen Aktivitaten beider
Substrate nur geringfligig unterschieden. Bei der Umsetzung von Nerol ergeben sich ebenfalls
vergleichbare kinetische Daten (Ky = 10 UM, K¢y = 0,02 sec'l). Die Ky- Werte von 8-Hydroxylinalool, a-
Terpineol und Linalool bewegen sich in einem Bereich von 30 bis 50 uM und sind somit drei- bis
finfmal groRer als von Nerol, Geraniol und Citronellol. Die Wechselzahlen der Akzeptormolekile 8-
Hydroxylinalool, a-Terpineol und Linalool sind dementsprechend 10- bzw. 100-mal kleiner als die der
anderen drei Substrate. Die kinetischen Daten, die flr die Umsetzung von UDP-Glukose ermittelt
wurden, liegen fur ke mit 0,03 sec im Bereich von Geraniol, Nerol und Citronellol, wahrend Km mit

16 uM etwa doppelt so grof} ist als die der bevorzugten Akzeptormolekiile (Tabelle 9).

Tabelle 9: Ubersicht der kinetischen Daten von VvGT14a. Die kinetischen Daten fiir die Akzeptormolekiile
Geraniol, Citronellol, Nerol, 8-Hydroxylinalool, a-Terpineol und Linalool wurden bei konstanter UDP-Glukose-
Konzentration (0,1 mM) unter optimalen Bedingungen ermittelt. Die Daten fur die UDP-Glukose wurden bei
konstanter Geraniol-Konzentration (0,1 mM) unter optimalen Bedingungen bestimmt. Die Auswertung erfolgte
mittels der Solver-Funktion mit Office Excel, Lineweaver-Burk und Hanes-Woolf.

Substrat Ky [UM] Keat [1/s€eC] Keat/Km [1/(sec*mM)]
Citronellol (rac) 9+0,3 0,02 25
Geraniol 9+1,2 0,02 2,6
Nerol 10+0,7 0,02 2,0
8-Hydroxylinalool 48 £ 2,0 0,002 0,03
a-Terpineol 33+4.4 0,003 0,1
Linalool (rac) 47 +0,1 0,0003 0,01
UDP-Glukose 16 £ 0,03 0,03 1,6

VWGT16 konnte ebenfalls Geraniol, Nerol und Citronellol als Akzeptormolekil umsetzen. Die
Bestimmung der kinetischen Daten fir diese Substrate erfolgte bei konstanter UDP-Glukose-
Konzentration (0,5 mM). Wahrend der Ky-Wert von Geraniol 355 uM betragt, sind die Ky-Werte von
Citronellol und Nerol mit 110 pM nur 1/3 so grof3 (Tabelle 10). Der Unterschied spiegelt sich auch in
der Wechselzahl der drei Akzeptormolekiile wider. Der k¢ von Geraniol ist mit einem Wert von
0,015 sec™ doppelt so groRR wie die k¢.-Werte von Nerol und Citronellol (0,009 bzw. 0,008 sec'l). Die
Ermittlung der kinetischen Daten der UDP-Glukose wurde bei konstanter Geraniol-Konzentration

(1,25 mM) durchgefuhrt. Der resultierende Ky-Wert ist mit etwa 150 uM nur geringfugig héher als die
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Werte von Nerol und Citronellol. Der kcy-Wert liegt mit 0,013 sec’ im Bereich von Geraniol
(Tabelle 10).

Tabelle 10: Ubersicht der kinetischen Daten von VvGT16. Die kinetischen Daten fiir die Akzeptormolekiile
Geraniol, Citronellol und Nerol wurden bei konstanter UDP-Glukose-Konzentration (0,5 mM) bei unter optimalen
Bedingungen ermittelt. Die Daten fur die UDP-Glukose wurden bei konstanter Geraniol-Konzentration (1,25 mM)
unter optimalen Bedingungen bestimmt. Die Auswertung erfolgte mittels der Solver-Funktion mit Office Excel,
Lineweaver-Burk und Hanes-Woolf.

Substrat Kw [UM] Keat [1/s€C] Kea/Km [1/(sec*mM)]
Citronellol (rac) 108 +2,5 0,008 0,07
Geraniol 355+ 14 0,015 0,04
Nerol 118 +4,7 0,009 0,08
UDP-Glukose 149 + 10 0,013 0,09

Der Vergleich der kinetischen Daten der beiden Enzyme aus der Gruppe G zeigt, dass die Enzyme
VvGT14a und VVGT16 eine vergleichbare Wechselzahl fur Geraniol als préferiertes Substrat mit etwa
0,02 sec™ besitzen, sich jedoch die Ky-Werte um den Faktor 40 unterscheiden. Generell liegen die
Ku-Werte von VVGT16 in einem 2- bis 40-fach hoherem Konzentrationsbereich als bei VvGT14a.

Bei dem Vergleich der Enzyme aus der den phylogenetischen Gruppen E und G zeigt sich, dass die
katalytische Effizienz von VvGT7 deutlich niedriger ist als die von VvGT14a und VvGTL16.
Interessanterweise praferieren jedoch alle drei Enzyme die strukturell sehr @hnlichen Monoalkohole
Nerol, Geraniol und Citronellol als Akzeptormolekiil, wahrend die Terpenole a-Terpineol, Linalool und

8-Hydroxylinalool nur von VvGT14a umgesetzt werden.

3.5.6 Untersuchung der in vivo Aktivitat mittels Aglykaextrakt

Die aufgereinigten Enzyme VvGT14a und VvGT16 wurden mit Aglykaextrakt aus dem Roten Traminer
11-18 Gm (friher und spater Erntetermin; zur Verfigung gestellt von Sarah Stanitzek, Universitat
Bonn) unter idealen Bedingungen Uber Nacht inkubiert. Zusatzlich wurde VvGT16, welche besonders
in den Bluten exprimiert wird, mit einem Aglykaextrakt, der aus Bliten des Roten Traminer 11-18 Gm
gewonnen wurde, inkubiert. Die Reaktion wurde zum einen mit UDP-[U-"*C]Glukose und zum anderen
mit nicht-markierter UDP-Glukose durchgefuhrt. Als Positivkontrolle wurden Reaktionsansatze mit
Geraniol verwendet. Die Analyse der Proben mit UDP-[U-"*C]Glukose erfolgte uber
Flissigkeitsszintillationsmessung und Dinnschichtchromatographie (Abbildung 39). Anhand der
Positivkontrollen mit Geraniol konnte die generelle Aktivitat der beiden Enzyme bestatigt werden. Die
Messungen der Radioaktivitdt mittels Flissigkeitsszintillationsmessung sowie Dunnschicht-
chromatographie ergaben eine Produktbildung bei der Inkubation von VvGT1l4a mit dem
Aglykaextrakt. Die Migrationsweite dieses radioaktiv markierten Produktes und des Geranylglukosids
waren vergleichbar. Die Untersuchung des entsprechenden Reaktionsansatzes mit nicht-markierter
UDP-Glukose an der Universitdt Bonn konnte neben der Bildung des Geranylglukosids auch die

Glukosylierung von Nerol und Citronellol nachweisen.
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Startlinie —‘— UDP-[U-"C]Glukose

Abbildung 39: Diinnschichtchromatographie der Umsetzung der Aglykaextrakte aus dem Roten Traminer
11-18 Gm (friher Erntetermin) sowie Geraniol mit VvGT14a. Die Messung der Radioaktivitéat erfolgte mittels
Autoradiographen Uber vier Stunden. (1) VvGT14a mit Aglykaextrakt aus dem Roten Traminer 11-18 Gm (friher
Erntetermin), (2) VwvGT14a mit Geraniol, (3) Leerkontrolle ohne Substrate und (4) UDP-[U-**C]Glukose. Die
Umsetzung des Aglykaextrakts zum friihen und spéten Erntetermin ergaben die gleichen Ergebnisse, so dass nur
der Umsatz des friihen Erntezeitpunktes gezeigt wird.

Die Analysen der Reaktionsansatze mit VvGT16 und den Extrakten aus den Beeren und den Bllten
des Roten Traminer 11-18 Gm zeigten weder bei der Szintillationsmessung noch bei der
dunnschichtchromatographischen Untersuchung (nur fir den Extrakt aus dem Roten Traminer 11-18

Gm durchgefihrt) eine Produktbildung (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Dinnschichtchromatographie der Umsetzung der Aglykaextrakte aus dem Roten Traminer
11-18 Gm (friher und spéater Erntetermin) sowie Geraniol mit VvGT16. Die Messung der Radioaktivitéat
erfolgte mittels Autoradiographen tber vier Stunden. (1) VVGT16 mit Aglykaextrakt aus dem Roten Traminer 11-
18 Gm (frGher Erntetermin), (2) VvGT16 mit Geraniol, (3) Leerkontrolle ohne Substrate und (4) UDP-[U-
14C]Glukose. Weder gegenuber dem Aglykaextrakt des frihen noch des spaten Erntetermins konnte Aktivitat
nachgewiesen werden, so dass hier nur das Ergebnis des friihen Erntetermins gezeigt wird.

3.6 Expression und Untersuchung putativer Glykosyltransferasen aus Gruppe H
3.6.1 Expression und Nachweis der rekombinanten Proteine

Das Gen VwGT15 wurde der phylogenetischen Gruppe H zugeordnet. Insgesamt wurden in den
untersuchten Sorten Roter Traminer 11-18 Gm, Gelber Muskateller FR 90 und Weiler Riesling 239-34
Gm drei Proteinvarianten identifiziert (Frotscher, 2013) (Tabelle 11).

Tabelle 11: Ubersicht der Aminosaureunterschiede zwischen den identifizierten VvGT15 Proteinvarianten
(Alignment im Anhang Abbildung 67).

VWGT15a VvGT15b
VvGT15b 4
VvGT15¢ 1 5
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Fur die heterologe Expression wurden die Gene in den Expressionsvektor pGEX-4T-1 kloniert und in
E. coli Zellen BL21 (DE3) pLysS als GST-Fusionsprotein exprimiert. Die Expression konnte mithilfe
von SDS-PAGE und Immunodetektion verifiziert werden. Die partielle Aufreinigung der Proteine
erfolgte mittels Affinitditschromatographie Uber den N-terminal fusionierten GST-Tag. Die GST-
Fusionsproteine besalRen ein Molekulargewicht von 76 kDa. In den Coomassie-geféarbten
Polyacrylamidgelen konnte bereits im Gegensatz zu den Proteinen aus den anderen
phylogenetischen Gruppen deutliche Expression von VWGT15 nachgewiesen werden (Abbildung 41,

42).
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Abbildung 41: SDS-PAGE (Coomassie-geféarbt) (A) und Immunodetektion (B) des GST-Fusionsproteins
VvGT15a. Der Proteinrohextrakt sowie die einzelnen Fraktionen der Proteinaufreinigung wurden auf Expression
des Fusionsproteins untersucht. Es wurden folgende Proben aufgetragen: (1) (6) GroRenstandard, (2) (7)
VvGT15a Proteinrohextrakt, (3) (8) VvGT15a Durchfluss, (4) (9) VvGT15a Waschfraktion, (5) (10), VvGT15a
Elutionsfraktion. Die roten Rechtecke markieren das exprimierte GST-VvGT15a-Fusionsprotein im
Polyacrylamidgel und Western Blot.
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Abbildung 42: SDS-PAGE (Coomassie-gefarbt) (A) und Immunodetektion (B) der GST-Fusionsproteine
VvGT15b und c. Die heterolog exprimierten Fusionsproteine wurden uber Affinitdtschromatographie aufgereinigt.
AnschlieBend wurde die Expression und die Aufreinigung mittels SDS-PAGE und immunospezifischer Detektion
visualisiert und verifiziert. Die Proben wurden wie folgt aufgetragen: (1) (22) GréRenstandard, (2) (12) Leervektor
Proteinrohextrakt,(3) (13) Leervektor Elutionsfraktion, (4) (14) VvGT15b Proteinrohextrakt, (5) (15), VvGT15b
Durchfluss, (6) (16) VvGT15c Waschfraktion, (7) (17) VvGT15b Elutionsfraktion, (8) (18) VvGT15c
Proteinrohextrakt, (9) (19) VvGT15c Durchfluss (10) (20) VvGT15c Waschfraktion, (11) (21) VvGT15c
Elutionsfraktion. Die roten Rechtecke markieren das exprimierte GST-VvGT16-Fusionsprotein im
Polyacrylamidgel und Western Blot.

3.6.2 Substratpraferenz der rekombinanten Proteine in vitro

Die Ermittlung der in vitro Substratpraferenz erfolgte mit den aufgereinigten GST-Fusionsproteinen.
Die ebenfalls aufgereinigte Proteinfraktion der Kultivierung von E. coli BL21 (DE3) pLysS mit dem

Leervektor pGEX-4T-1 diente als Negativkontrolle. Alle drei Proteinvarianten von VvGT15 zeigten
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enzymatische Aktivitat, wobei VvGT15c die Substrate am effizientesten umsetzte (Abbildung 43). Die
VvGT15-Varianten glukosylierten die Terpenole Geraniol, Citronellol und Nerol, Hexanol und Oktanol.
Zusétzlich akzeptierten VvGT15a und ¢ 8-Hydroxylinalool und trans 2-Hexenol als Substrat. VvGT15a
setzte auRerdem Farnesol um. Die anderen getesteten Substrate wurden nicht als Substrat akzeptiert.
Die Bestimmung der Enantiopraferenz von VvGT15 bei der Umsetzung von Citronellol erfolgte durch
den Einsatz von enantiomerenreinem (S)- und (R)-Citronellol. VVGT15 glukosyliert bevorzugt das (S)-
Enantiomer (Abbildung 44).
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Abbildung 43: Relative spezifische Aktivitaten unterschiedlicher putativer Substrate von VvGT15a, b und
c. Die rekombinanten Fusionsproteine wurden mit dem Akzeptormolekiil und UDP-[U-**C]Glukose bei 30 °C und
pH 7,5 (100 mM Tris HCI Puffer mit 10 mM B-Mercaptoethanol) fir 20 Minuten (VvGT15a, b) oder 10 Minuten
(VvGT15c) inkubiert. Die relative spezifische Aktivitat bezieht sich auf die hdchste spezifische Aktivitét, die beim
Umsatz von Geraniol durch VWGT15c¢ ermittelt wurde. Linalool, a-Terpineol, Cyanidin, Kaémpferol, Pelargonidin,
Quercetin, Benzylalkohol, 2-Phenylethanol, Eugenol, Mandelonitril, 3-Methyl-2-butenol, 3-Methyl-3-butenol, cis 3-
Hexenol und Furaneol wurden nicht glukosyliert.
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Abbildung 44: Relative spezifische Aktivitaten der verschiedenen Enantiomere von Citronellol VvGT15a-c.
Die rekombinanten Fusionsproteine wurden mit dem Akzeptormolekil und UDP-[U-“C]GIukose inkubiert. Die
relative spezifische Aktivitat [%] bezieht sich auf die hdchste spezifische Aktivitat, die beim Umsatz von (S)-
Citronellol durch VvGT15a gemessen wurde.

3.6.3 Bestimmung der optimalen Reaktionsbedingungen

Die optimalen Reaktionsbedingungen wurden mit einer Proteinmenge von 0,1 pg und dem Substrat
Geraniol durchgefuhrt. Die Inkubationszeit wurde fiur die Enzymvarianten VvGT15a und b auf
20 Minuten und far VvGT15c auf 10 Minuten festgelegt. Die héchste Produktbildung konnte bei allen
Enzymvarianten bei einem pH-Wert von 7,5 (100 mM Tris HCI Puffer mit 10 mM B-Mercaptoethanol)
und einer Temperatur von 30 °C gemessen werden. Die katalytische Umsetzung von Geraniol und
UDP-Glukose zu dem Geranylglukosid durch VvGT15a-c war fir mindestens 30 Minuten linear
(Abbildung 45-47).
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Abbildung 45: Optimierung der Reaktionsbedingungen von VvGT15a mit dem Substrat Geraniol und UDP-
[U-'“C]Glukose. A Einfluss des pH-Wertes auf die Bildung von Geranylglukosid bei einer Inkubationstemperatur
von 30 °C und einer Inkubationszeit von 20 Minuten. Bei den pH-Werten zwischen 2 und 6 konnte keine Aktivitat
nachgewiesen werden. B Einfluss der Temperatur auf die Bildung von Geranylglukosid bei einem pH-Wert von
7,5 (100 mM Tris HCI mit 10 mM B-Mercaptoethanol) und einer Inkubationszeit von 20 Minuten. C Einfluss der
Inkubationszeit auf die Produktbildung. Die Produktbildung war bis mindestens 30 Minuten linear.
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Abbildung 46: Optimierung der Reaktionsbedingungen von VvGT15b mit dem Substrat Geraniol und UDP-
[U-“C]Glu kose. A Einfluss des pH-Wertes auf die Bildung von Geranylglukosid bei einer Inkubationstemperatur
von 30 °C und einer Inkubationszeit von 20 Minuten. Bei den pH-Werten zwischen 2 und 6 konnte keine Aktivitat
nachgewiesen werden. B Einfluss der Temperatur auf die Bildung von Geranylglukosid bei einem pH-Wert von
7,5 (100 mM Tris HCI mit 10 mM B-Mercaptoethanol) und einer Inkubationszeit von 20 Minuten. C Einfluss der
Inkubationszeit auf die Produktbildung. Die Produktbildung war bis mindestens 30 Minuten linear.
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Abbildung 47: Optimierung der Reaktionsbedingungen von VvGT15¢c mit dem Substrat Geraniol und UDP-
[U-“C]Glu kose. A Einfluss des pH-Wertes auf die Bildung von Geranylglukosid bei einer Inkubationstemperatur
von 30 °C und einer Inkubationszeit von 10 Minuten. Bei den pH-Werten zwischen 2 und 6 konnte keine Aktivitat
nachgewiesen werden. B Einfluss der Temperatur auf die Bildung von Geranylglukosid bei einem pH-Wert von
7,5 (100 mM Tris HCI mit 10 mM B-Mercaptoethanol) und einer Inkubationszeit von 10 Minuten. C Einfluss der
Inkubationszeit auf die Produktbildung. Die Produktbildung war bis mindestens 20 Minuten linear.
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3.6.4 Nachweis der Terpenglukoside mittels Dinnschichtchromatographie

Die Entstehung der Terpenglukoside bei der Umsetzung mit VvGT15 konnte mittels
Diinnschichtchromatographie nachgewiesen werden. Die Detektion der Glukoside erfolgte mit einem
Autoradiographen Uber eine Messdauer von vier Stunden. Aufgrund der Vergleichbarkeit der
Ergebnisse der Dunnschichtchromatographie wird hier nur beispielhaft das Detektionsergebnis von
VvGT15a gezeigt. Die Abbildungen von VvGT15b und c befinden sich im Anhang (Abbildung 59, 60).
Die Rr-Werte der gebildeten Produkte von Geraniol, Citronellol und Nerol sind aufgrund ihrer
chemischen Struktur sehr &ahnlich. Die schwachen Signale der Glukoside von 8-Hydroxylinalool
resultierten aus der geringen Umsetzung des Akzeptormolekiils. Die vergleichende Auftragung des
radioaktiv markierten Donormolekils zeigte, dass bei der Extraktion keine UDP—[U-14C]-GIukose in die
organische Phase Ubertragen wurde.
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Abbildung 48: Diinnschichtchromatographie der Umsetzung der verwendeten Terpenole mit VvGT15a. Die
Messung der Radioaktivitdt erfolgte mittels Autoradiographen uUber vier Stunden. Die Inkubation der
Reaktionsansatze wurde mit 2 pg aufgereinigtem Enzym bei 30 °C in Tris HCI Puffer (100 mM mit 10 mM -
Mercaptoethanol) fir 18,5 Stunden durchgefihrt. VvGT15a mit (1) Citronellol (2) Geraniol, (34) 8-Hydroxylinalool,
(4) Linalool, (5) Nerol, (6) Terpineol, (7) Leerkontrolle ohne Akzeptormolekdl und (8) UDP-[U-l C]Glukose.

3.6.5 Bestimmung der kinetischen Daten von VvGT15

Die Daten von Ky und k., wurden fir die vier Akzeptormolekile Geraniol, Nerol, (S)-Citronellol und 8-
Hydroxylinalool mit konstanter UDP-Glukose-Konzentration (0,1 mM) und fir UDP-Glukose mit
festgelegter Geraniol-Konzentration (0,1 mM) ermittelt (Tabelle 12).

Die Werte von Ky und ke von VVGT15a-c ahneln sich sehr (Tabelle 12). Die Wechselzahlen fiir (S)-
Citronellol und Nerol (0,02 bis 0,06 sec"l) sowie 8-Hydroxylinalool (0,003 bis 0,004 sec'l) sind bei den
Enzymvarianten fast identisch. Die Ky-Werte fiir diese Akzeptormolekile liegen in einem Bereich von
17 pM fir 8-Hydroxylianlool (VvGT15c) bis 55 puM fir (S)-Citronellol (VvGT15b). Die k.- als auch die
Ku-Werte fir Geraniol sind bei allen drei VvGT15-Varianten zwei- bis sechsmal grof3er (0,1 bis
0,17 sec'l) (43 bis 81 puM) als die fur (S)-Citronellol und Nerol.

Die kinetischen Daten von VvGT15a und b mit UDP-Glukose sind mit 49 bzw. 43 puM und 0,18 bzw.
0,17 sec™ annahernd identisch. VWWGT15¢ zeigt von den drei Enzymvarianten die hdchste Affinitat
(43 pM) und die gréRte Wechselzahl (0,17 sec"l) gegeniber Geraniol. Der Ky- und der k -Wert von
VVGT15c fur UDP-Glukose besitzen mit 51 uM bzw. 0,26 sec™ eine dhnliche GrolRenordnung wie die

jeweiligen Werte fir Geraniol.
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Tabelle 12: Ubersicht der kinetischen Daten von VvGT15a-c fiir die Terpenol-Substrate und UDP-Glukose.
Die kinetischen Daten fiir die Akzeptormolekile Geraniol, (S)-Citronellol, Nerol und 8-Hydroxylinalool wurden bei
konstanter UDP-Glukose-Konzentration (0,1 mM) unter optimalen Bedingungen ermittelt. Die Daten fiir die UDP-
Glukose wurden bei konstanter Geraniol-Konzentration (0,1 mM) unter optimalen Bedingungen bestimmt. Die
Auswertung erfolgte mittels der Solver-Funktion mit Office Excel, Lineweaver-Burk und Hanes-Woolf.

Substrat Ky [UM] Keat [1/s€C] Kea/ Ky [1/(sec*mM)]
VvGT15a
(S)-Citronellol 29+ 3,0 0,02 0,9
Geraniol 63+24 0,12 19
Nerol 48 +1,7 0,04 0,7
8-Hydroxylinalool 32+14 0,003 0,1
UDP-Glukose 49+120 0,18 3,7
VvGT15b
(S)-Citronellol 55+1,3 0,03 0,6
Geraniol 81+1,0 0,10 1,2
Nerol 40 £ 3,7 0,03 0,8
8-Hydroxylinalool 33+1,8 0,003 0,1
UDP-Glukose 43+1,0 0,17 4,1
VvGT15¢c
(S)-Citronellol 20+1,6 0,03 1.8
Geraniol 43 £0,7 0,17 3,9
Nerol 28+0,9 0,06 2,2
8-Hydroxylinalool 17+£0,2 0,004 0,3
UDP-Glukose 51+1,6 0,26 5,0

Der Vergleich der Terpenol-konvertierenden Enzyme aus den phylogenetischen Gruppen E, G und H
zeigt, dass die Enzyme VvGT15a-c und VvGT14a die héchste Affinitat und Wechselzahl beziiglich der
Umsetzung der Terpenole Geraniol, Nerol und Citronellol aufweisen. Die vier Glykosyltransferasen
praferieren Geraniol, Nerol und Citronellol als Akzeptormolekul, wahrend die anderen drei Terpenole

8-Hydroxylinalool, Linalool und a-Terpineol nur gering oder gar nicht glukosyliert werden.

3.6.6 Untersuchung der in vivo Aktivitat mittels Aglykaextrakt

Aufgrund sehr @hnlicher Aktivitdten der VvGT15-Varianten wurde der Reaktionsansatz mit dem
Aglykaextrakt aus dem Roten Traminer 11-18 Gm (friher und spéater Erntetermin) nur mit VvGT15c
unter idealen Bedingungen fur 18,5 Stunden inkubiert. Die Reaktion wurde zum einen mit UDP-[U-
14C]Glukose und zum anderen mit nicht-markierter UDP-Glukose durchgefuhrt. Die Analyse der
Proben mit UDP-[U-“C]GIukose erfolgte Uber Flussigkeitsszintillationsmessung und Dunnschicht-
chromatographie. Die Positivkontrolle mit Geraniol diente dem generellen Aktivitdtsnachweis des
Enzyms. Die Messung der Radioaktivitdt mittels Szintillationsmessung ergab eine Produktbildung bei
der Inkubation des Enzyms mit dem Aglykaextrakt (zur Verfigung gestellt von Sarah Stanitzek,
Univeristat Bonn) (Abbildung 49). Die Auswertung der Dinnschichtchromatographie zeigte eine
Produktbildung bei der Inkubation mit dem Aglykaextrakt. Wie bei VvGT14a entsprach der Ri-Wert
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dieses Produktes der des Geranylglukosids. Die Untersuchung des entsprechenden
Reaktionsansatzes mit nicht-markierter UDP-Glukose an der Universitdit Bonn konnte neben der

Bildung des Geranylglukosids auch die Glukosylierung von Nerol und Citronellol zeigen.

Startlinie il UDP-[U-“C]Glukose

Abbildung 49: Dinnschichtchromatographie der Umsetzung des Aglykaextrakts aus dem Roten Traminer
11-18 Gm (friher Erntetermin) sowie Geraniol mit VvGT15c. Die Messung der Radioaktivitat erfolgte mittels
Autoradiographen uber vier Stunden. (1) VvGT15c mit Aglykaextrakt aus dem Roten Traminer 11-18 Gm (friher
Erntetermin), (2) VWGT15¢ mit Geraniol, (3) Leerkontrolle ohne Substrate und (4) UDP-[U-**C]Glukose. Die
Umsetzung des Aglykaextrakts zum friihen und spéten Erntetermin ergaben die gleichen Ergebnisse, so dass nur
der Umsatz des frihen Erntezeitpunktes gezeigt wird.
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4 Diskussion

Der Weinbau und die Herstellung von Wein sind eng mit der Entwicklung der menschlichen Kultur
verknupft. Im Rahmen der Weinbaugeschichte wurden die Rebsorten in Bezug auf verschiedene
Faktoren wie dem Zuckergehalt und der Beerenmorphologie zugunsten der 6konomischen Nutzbarkeit
selektiert (This et al., 2006). Neben der Farbgebung sind der Geschmack und das Aroma von Wein
entscheidende Qualitatskriterien. Viele Faktoren beeinflussen das Weinbouquet wahrend des
Prozesses der Weinherstellung und dessen Lagerung, wobei das sogenannte primare Weinaroma im
Verlauf der Beerenreife selbst gebildet wird (Rapp, 1992).

Die Terpene, vor allem Monoterpenalkohole (Monoterpenole), zahlen zu den pragenden
Aromakomponenten. Vitis vinifera produziert u.a. die Monoterpenole Geraniol, Nerol, Citronellol, a-
Terpineol und Linalool, die zu den wichtigsten Aromastoffen von Wein zahlen. Sie werden wahrend
der zweiten Reifephase der Weinbeere synthetisiert. Untersuchungen Uber die Bedeutung von
Monoterpenolen in der Pflanze konnten zeigen, dass diese Molekile eine antimikrobielle und
antifungale Wirkung besitzen und der Herbivorabwehr dienen (Gershenzon and Dudareva, 2007). Das
Terpenolprofil ist Rebsorten-abhéngig, wobei in der Weinbeere die Terpenole priméar als Aroma-
inaktive Glykoside vorliegen. Die Glykosylierung maskiert zum einen die reaktiven Gruppen der
Terpenole und erhdht zum anderen die Hydrophilie, so dass die Glykoside in der Vakuole der Pflanze
gespeichert werden kénnen (Rivas et al., 2013). Bislang sind die Mechanismen der Glykosylierung der
Terpene in der Weinbeere noch nicht wissenschaftlich untersucht worden. Eine Identifizierung und
Charakterisierung der Proteine, die eine Glykosylierung katalysieren, wére ein wichtiger Schritt fir die
Aromaforschung des Weins, weil Korrelationen der geno- und phanotypischen Auspragung des
primaren Weinbouquets untersucht werden kdnnten und diese Informationen fur die Ziuchtung neuer
Weinsorten nitzlich sind.

4.1 Glykosyltransferasen aus Vitis vinifera

Die zunehmende Verfligbarkeit von Genomdaten verschiedener Organismen hat zu einem massiven
Anstieg annotierter Gene gefuhrt. Die Suche homologer Gensequenzen in einem Genom liefert
Kandidatengene, die putativ eine bestimmte Funktion erfillen kénnen (Gachon et al., 2005) (This et
al.,, 2006). Das Genom des diploiden Organismus V. vinifera (Rebsorte Pinot noir) wurde 2007 von
zwei Gruppen unabhangig voneinander verdffentlicht (Jaillon et al., 2007) (Velasco et al., 2007). Fur
die Suche nach Terpen-UGT-Kandidatengenen im Vitis-Genom wurden die 2008 veréffentlichten
Sequenzen der Terpen-konvertierenden UGT aus A. thaliana verwendet (Caputi et al., 2008). Es sind
zunachst 67 Sequenzen, die groRe Ahnlichkeiten mit den Arabidopsis-GTs aufwiesen, ausgewahlt
worden (Stand 2010). Aufgrund modifizierter Gen-Annotierungsmethoden und Uberarbeitung der
Genomdaten wurde die Anzahl der Kandidatengene auf 57 angepasst (Stand 2013) (Anhang
Abbildung 56).

Die phylogenetische Analyse der resultierenden Proteinsequenzen zeigte die bereits bei den UGT von
Arabidopsis und anderen Spezies auftretende Gruppierung der Proteine (Osmani et al., 2009). Haufig
kann diesen phylogenetischen Gruppen eine gewisse Substratspezifitdt zugeordnet werden
(Radominska-Pandya et al., 1999) (Ross et al., 2001). So besitzen die UGT von A. thaliana, die fir die
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Auswahl der UGT-Kandidatengene verwendet wurden, eine Gruppen-abhangige Préferenz der
Substrate. Die UGT von Arabidopsis aus Gruppe L nutzen nur die Terpene Linalool, Retinol- und
Artemisinsaure als Substrat. Linalool wird aul3er von diesen Enzymen nur noch von zwei UGT der
Gruppe H umgesetzt. Farnesol wird ausschlie3lich von Enzymen der Gruppen D, G und E akzeptiert.
Die Terpenole Geraniol und Citronellol werden nur von den UGT der Gruppe L nicht glukosyliert
(Caputi et al., 2008).

Im Gegensatz dazu ergab eine phylogenetische Untersuchung diverser UGT der GT1 Familie aus
sechs verschiedenen Organismen der GT1 Familie (P. patens, S. moellendorffii, O. sativa,
P. trichocarpa, A. thaliana und A. lyrata), dass es innerhalb der orthologen Gruppen eine gewisse
Streuung der Substratpraferenz gibt, die sich durch evolutiondre Prozesse unabhangig voneinander
entwickelt hat (Yonekura-Sakakibara and Hanada, 2011). Diese Substratdiversitat zwischen
orthologen Proteinen erschwert die Suche nach noch unbekannten Proteinen mit vergleichbarer
Enzymaktivitat. Auf der anderen Seite kdnnen auch evolutionar frih getrennte Enzyme gleiche
Substratspezifitaten aufgrund vergleichbarer Evolutionsfaktoren entwickelt haben. UGT besitzen meist
ein breites Substratspektrum in vitro, wobei eine Aussage Uber die in planta Substrate nur
eingeschrankt maoglich ist (Gachon et al., 2005) (Yonekura-Sakakibara and Hanada, 2011). So wurden
zwei UGT aus E. perriniana als Terpen-Glykosyltransferasen annotiert. Die biochemische
Charakterisierung zeigte jedoch, dass die beiden Enzyme bevorzugt Zimtsaure, Isoeugenol und
Quercetin als Substrate konvertierten, wahrend die Terpene Menthol und Borneol in einem deutlich
geringerem MaRe (etwa 10 % des Umsatzes von Zimtsaure) umgesetzt wurden (Nagashima et al.,
2004). Die Bestimmung der in planta Aktivitdt kann durch Metabolom- und Transkriptom-Daten
unterstitzt und erleichtert werden (Gachon et al., 2005). Generell ist die Genom-Annotierung eine
wichtige in silico Methode zur Identifizierung neuer Gene, doch ist die Verifizierung der Aktivitat z.B.
durch in vitro und in vivo Expression sowie biochemischer Charakterisierung der Enzyme essentiell.
Die offenen Leserahmen der identifizierten Gene umfassen zwischen 1329 bp (VvGT15) und 1488 bp
(VWGT12), die fur Proteine mit 443 AS und 496 AS codieren. Die GroRRe der Proteine ist mit den in der
Literatur beschriebenen Pflanzen-GT vergleichbar (FaGT6 und 7 aus F. ananassa: 479 und 487 AS
(Griesser et al., 2008a), UGT85B1 aus S. bicolor: 492 AS (Hansen et al., 2003), VVGT1 aus
V. vinifera: 456 AS (Offen et al., 2006) und AtUGT aus A. thaliana: 438-496 AS (Caputi et al., 2008).
Bei der Sequenzierung der cDNAs der zehn untersuchten UGT (VvGT7-16), die aus verschiedenen
Weinbau-relevanten Rebsorten isoliert wurden, wurden verschiedene Genvarianten der UGT
identifiziert, deren Translation in verschiedenen Proteinvarianten resultierten (Ausnahme VvGT16,
VVGT10 und VvGT11, Tabelle 1). So konnten fiur VvGT7 bislang die meisten Varianten identifiziert
werden, wobei eine der in vitro aktivste Variante VVGT7b in vier der finf Rebsorten vertreten ist.
Interessanterweise konnten im Gelben Muskateller FR 90 drei Proteinvarianten von VWGT7
nachgewiesen werden, von denen zwei (VVGT7i und j) keine in vitro Aktivitdt gegeniber den
getesteten Substraten zeigten. Vitis vinifera sollte jedoch als diploider Organismus maximal zwei Allele
und Proteine aufweisen. Die erhdhte Anzahl von Allelen und resultierenden Proteinen kann mehrere
Ursachen haben, wobei eine fehlerhafte Transkription und Amplifikation des genetischen Materials
durch Mehrfachsequenzierung ausgeschlossen werden konnte. Zwar wurden alle Allelsequenzen von

VWGT7 einem Genlokus auf dem Chromosom 16 zugeordnet (persénliche Kommunikation,(Frotscher,

52



Diskussion

2013)), jedoch koénnen die haufig in Pflanzengenomen auftretende Tandemduplikationen eine
fehlerhafte Lokalisierung aufgrund von hoher Sequenzahnlichkeit verursachen (Claros et al., 2012).
VVGT7 kdnnte somit mindestens zwei Gene umfassen. Eine weitere mégliche Erklarung fir das
Auftreten von mehr als zwei Allelen kénnte das Phanomen des periklinalen Chimarismus sein. Vitis
vinifera besitzt zwei Zelllinien (Epidermis- und innere Zelllinie), die sich genetisch aufgrund von
Mutationsereignissen voneinander unterscheiden kénnen. Der Nachweis von mehr als zwei Allelen
aufgrund des periklinalen Chiméarismus konnte bereits von anderen Forschungsgruppen bei
verschiedenen Rebsorten von V. vinifera nachgewiesen werden (Bertsch et al., 2005) (Hocquigny et
al., 2004) (Riaz et al., 2002). Bei den Proteinen VvGT8 bis VvGT16 konnten bis zu vier
Proteinvarianten identifiziert werden, wobei in der Regel eine oder zwei Enzymvarianten in den
untersuchten Rebsorten dominierten. Der Nachweis mehrerer Allele korreliert mit der Beobachtung,
dass viele der bislang untersuchten Rebsorten heterozygot sind (Thomas et al, 1994).
Interessanterweise zeigt sich, dass die Enzymvarianten, die relativ hohe katalytische Aktivitaten
aufweisen, meistens ubiquitar in den Rebsorten auftreten (Bowers et al., 1996).

Die Untersuchung der Expressions- und Aktivitétsprofile der verschiedenen UGT-Varianten stellt eine
aussichtsreiche Madglichkeit dar, das Glykosylierungsprofil von Terpenolen wissenschaftlich zu

erklaren und mit dem Weinaroma bei verschiedenen Rebsorten zu vergleichen.

4.2 Gruppe D-Glykosyltransferasen aus Vitis vinifera

Aus der Gruppe D wurden die Sequenzen von VvGT12 und VvGT13 ausgewahlt, wobei jeweils drei
Proteinvarianten in vier Rebsorten identifiziert werden konnten, die sich in zwei bzw. sechs
Aminosaurepositionen unterscheiden. VvGT12a und VvGT13a weisen eine Identitdt von 58 % auf,
wobei der Hauptteil der identischen Positionen im C-terminalen Bereich, vor allem in der PSPG-Box,
zu finden ist (Position 352 bis 499 des Sequenzvergleiches besitzt eine Identitdt von 72 %). Die an der
Hochschule Geisenheim von Johanna Frotscher durchgefiihrten Expressionsanalysen der Gene in
verschiedenen Geweben zeigten, dass VvGT12 primér in den Blattern und am Ende der Fruchtreifung
exprimiert wurde. VvGT13 besalR zu Beginn der Beerenreifung das hochste Expressionslevel, das

anschlielBend im Reifeverlauf auf ein Minimum abnahm (unveréffentlichte Daten, (Frotscher, 2013)).
4.2.1 Heterologe Expression in Escherichia coli

Fur die heterologe Expression in E. coli wurden die Gene in den Expressionsvektor pET29a (+)
kloniert. Dieser Vektor tragt die genetische Information fir einen C-terminalen Hisg-Tag und einen N-
terminalen S-Tag mit einer Thrombin-Schnittstelle. Der S-Tag ist ein Peptidfragment (15 AS) des S-
Peptides der RNase S (Raines et al.,, 2000). Die Aufreinigung mithilfe des S-Tags erfolgt unter
aggressive Bedingungen mit 3 M Guanidiniumthiocyanat-Lésung. Guanidiniumthiocyanat ist ein
chaotropes Detergenz. Es wird empfohlen, den Tag zur Gewinnung funktioneller Proteine enzymatisch
zu entfernen. Der zweite Tag, der Hise-Tag, ist ein héaufig genutzter Tag, der in verschiedenen
Vektorsystemen zum Einsatz kommt. Die Aufreinigung mittels Affinitatschromatographie Uber eine
regenerationsfahige Nickel-Matrix gilt als stringent, so dass eine hohe Reinheit des aufgereinigten
Proteins Ublich ist. Zudem lassen sich Proteinaggregate, sogenannte ,inclusion bodies®, mithilfe des

His-Tags aufreinigen und anschlieBend renaturieren. Die Elution des Proteins kann mithilfe von
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Imidazol oder einem pH-Gradienten erfolgen. Die geringe Grofl3e des Tags gilt als vorteilhaft, weil eine
mdogliche Interaktion mit dem eigentlichen Protein als gering angesehen wird (Walls and Loughran,
2011) (Terpe, 2003). Die Aufreinigung von Metallo-Enzymen mithilfe eines His-Tags wird jedoch nicht
empfohlen, weil die fur die Aktivitdt notwendigen Metallionen von der Aufreinigungsmatrix komplexiert
werden konnen. Zudem werden einige Enzyme durch Imidazol gehemmt, so dass nach der
Aufreinigung eine Entfernung des Imidazols zum Beispiel durch Dialyse notwendig ist (Khalifah et al.,
1987).

Aufgrund der harschen Elutionsbedingungen, die die Aufreinigung mithilfe des S-Tags erfordert,
erfolgte die Integration der offenen Leserahmen in der Weise, dass die exprimierten Proteine einen C-
terminalen Hisg-Tag aufwiesen. Die His-Tag gekoppelte Expression der UGT FaGT1 aus F. ananassa
wurde erfolgreich durchgefuhrt (Griesser et al., 2008b). Die Expression eines loslichen His-Tag-
assoziierten VvGT12-Proteins konnte jedoch weder in einem SDS-Proteingel noch bei der
immunospezifischen Hise-Tag Detektion festgestellt werden. Die Optimierungsversuche der
Kultivierungsbedingungen durch die Verwendung eines alternativen Expressionsstammes (Rosetta
(DE3) pLysS) oder die Adaption der Expressionszeit fuhrten ebenfalls nicht zur Expression des
Enzymes. Aufgrund des Sequenzierungsergebnisses des transformierten Vektors mit der genetischen
Information fir das Fusionsprotein lie3 sich ein vorzeitiger Abbruch der Transkription durch eine
fehlerhafte Integration des Gens ausschlie3en. Die Expression des Fusionsproteins VVGT13 mit Hise-
Tag konnte durch Immunodetektion nur in Rosetta (DE3) pLysS-Zellen nachgewiesen werden.
Rosetta E. coli-Zellen zeichnen sich durch ein erweitertes t-RNA-Spektrum aus, so dass Eukaryoten-
typische Codons effizienter erkannt werden. Das exprimierte Zielprotein war in der Elutionsfraktion,
deren Volumen durch Zentrikons verringert wurde, nur durch eine sehr schwache Farbreaktion
nachweisbar. Die Glykosyltransferasen aus M. domestica (Jugde et al., 2008) und V. vinifera (Ono et
al., 2010) (Ford et al., 1998) konnten als Fusionsproteine mit einem His-Tag heterolog exprimiert
werden. Interessanterweise ist der Hisg-Tag bei diesen UGT N-terminal assoziiert. Eine
Literaturrecherche zur Expression pflanzlicher Glykosyltransferasen in E. coli ergab, dass UGT
bevorzugt mit einem N-terminalen GST-Tag exprimiert und aufgereinigt wurden (Moraga et al., 2009),
(Griesser et al., 2008a) (Lim et al., 2004) (Caputi et al., 2008). Es lasst sich somit vermuten, dass
weniger die GroRRe als vielmehr die Position des Tags einen entscheidenden Einfluss auf die
heterologe Darstellung der Glykosyltransferasen in E. coli ausubt. Analog konnte in einem Zell-freien
Proteinexpressionssystem gezeigt werden, dass die Position des His-Tags nicht nur einen Einfluss auf
die Proteinldslichkeit sondern auch auf das Expressionslevel hat (Busso et al., 2003).

Der Glutathion-S-Transferase (GST)-Tag ist ein 26 kDa grol3er Tag, der 1988 zum ersten Mal in der
Literatur beschrieben wurde (Smith and Johnson, 1988). Die pGEX-Vektorsysteme sind so konzipiert,
dass der GST-Tag durch enzymatische Spaltung vom Fusionsprotein entfernt werden kann. Die
Aufreinigung erfolgt Uber eine Sepharose-Glutathion-Matrix. Das Fusionsprotein wird mittels milder,
nicht-denaturierender Bedingungen durch reduziertes Glutathion eluiert. Die Aufreinigung gilt jedoch
im Vergleich zu dem Hisg-Tag-Nickel-Matrix-System aufgrund der langsamen Bindekinetik als weniger
effizient (Walls and Loughran, 2011) (Scheich et al., 2003). Expressionsstudien zur Untersuchung

verschiedener N-terminaler Tags konnten zeigen, dass zum einen das Expressionslevel und zum
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anderen die Loslichkeit der exprimierten humanen Proteine mit einem GST-Tag im Vergleich zu einem
Hisg-Tag erhdht waren (Hammarstrom et al., 2002).

Die genetische Information fir VvGT12 und VvGT13 wurde daraufhin alternativ in das GST-
Expressionssystem pGEX-4T-1 kloniert. Die Expression der beiden l6slichen GST-Fusionsproteine
konnte im denaturierenden Proteingel und mithilfe von GST-spezifischer Immunodetektion
nachgewiesen werden. Zudem zeigte sich, dass auch das GST in den Elutionsfraktionen vorlag. Das
freie GST kann zum einen durch partielle Transkription und Translation oder zum anderen durch die
Abspaltung des GST-Tags aufgrund der denaturierenden Bedingungen vor und wéahrend der
Durchfiihrung des SDS-Proteingels entstanden sein (Jackson et al., 2001) (Isayenkova et al., 2006)
(Griesser et al., 2008a). So konnte auch eine generelle Tendenz zur Proteolyse bzw. partieller
Degradation humaner GST-Fusionsproteinen beobachten werden. Es wird angenommen, dass der
Abbau der exprimierten rekombinanten Fusionsproteine bereits vor der Zelllyse stattfindet (Braun et
al., 2002).

Die Untersuchung der beiden Expressionssysteme pET29a (+) und pGEX-4T-1 zur heterologen
Expression der Proteine VvGT12 und VvGT13 mit einem C-terminalen Hise-Tag bzw. einem N-
terminalen GST-Tag haben gezeigt, dass das pGEX-4T-1-System ein geeigneteres Expressions-

system zur Darstellung der GT aus V. vinifera war.

4.2.2 In vitro Aktivitat von VvGT12 und VvGT13

Weder die Proteinrohextrakte noch die aufgereinigten GST-UGT VWWGT12 und VvGT13 zeigten
katalytische Aktivitat gegenuiber den getesteten Substraten und UDP-[U-'*C]Glukose bei den
Standardbedingungen (30 °C und 100 mM Tris HCI Puffer pH 7,5 mit 10 mM [(-Mercaptoethanol).
Diese Reaktionsbedingungen wurden basierend auf den in der Literatur beschrieben Konditionen
gewahlt (He et al.,, 2006) (Moraga et al., 2009) (Witte et al.,, 2009) (Hansen et al., 2003). Eine
Beeinflussung der Enzymaktivitdat durch den GST-Tag kann zwar nicht ausgeschlossen werden,
jedoch weisen die GST-GT, die in der Literatur beschrieben und im Rahmen dieser Arbeit untersucht
wurden, keinen Aktivitatsverlust aufgrund des GST-Tags auf (Huang et al., 2004) (Jin et al., 2013b).
Die Glykosyltransferasen UGT73C6 und UGT73C5 aus A. thaliana, die der Gruppe D zugeordnet
werden, dienten der Auffindung der putativen Terpenalkohol-spezifischen UGT VWGT12 und VWWGT13
aus Vitis vinifera. Es konnte gezeigt werden, dass UGT73C6 und UGT73C5 Terpene als Substrate
akzeptierten (Caputi et al., 2008). Zuvor war UGT73C6 als Enzym charakterisiert worden, das einen
Glukoserest auf die 7-Hydroxygruppe von Kampferol-3-O-Rhamnosid und Quercetin-3-O-Rhamnosid
Ubertragt (Jones et al., 2003). Die Glykosyltransferase UGT73C5 wurde als Brassinosteroid-O-
Glukosyltransferase identifiziert (Poppenberger et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Phytohormone und Flavonoidglykoside jedoch nicht als putative Akzeptormolekile untersucht.

Als Donormolekidl wurde in dieser Arbeit nur UDP-Glukose eingesetzt. Glykosyltransferasen
Ubertragen jedoch auch andere Zuckermolekile wie Galaktose und Rhamnose auf die
Akzeptormolekile, so dass VvGT12 und VvGT13 eine Préferenz beziglich eines anderen
Donormolekils besitzen kénnten. Die Bindung des Donors erfolgt priméar Gber die PSPG-Box, die bei
VWGT12 und VvGT13 eine Identitéat von 84 % aufweist. Bislang konnten drei Positionen in der PSPG-

Box identifiziert werden (Osmani et al., 2009), die fur die Donorbindung wichtig sind. Diese
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Aminosauren W22, 43E/D und Q44 (Nummerierung bezieht sich auf die Stellung in der PSPG-Box)
sind auch in der PSPG-Box von VvGT12 und VvGT13 vorhanden und lassen somit auf eine potentielle
UGT-Aktivitat schlieBen (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Alignment der Aminoséuresequenzen von VvGT12 und VvGT13 im Bereich der PSPG-Box.
Die Aminosauren, die fur die Bindung des Donormolekuls verantwortlich sind, sind mit einem Sternchen
gekennzeichnet. Die schwarze Linie markiert die Aminoséuren der PSPG-Box.

Die Bedeutung dieser drei Aminosduren Tryptophan, Glutaminséure/Asparaginséure und Glutamin fir
die Bindung des Donors ist bislang noch nicht ausreichend geklart. Sequenzvergleiche und
Substratpraferenzen von UGT zeigten, dass die Glutaminsdure an Position 43 der PSPG-Box sowohl
in Glukosyl-, Galaktosyl- und Glucuronsaure-tibertragenden Transferasen auftritt (Osmani et al., 2009)
(Ono et al., 2010). Rhamnosyltransferasen sind bislang kaum biochemisch untersucht worden, was
vermutlich darauf zuriickzufiihren ist, dass UDP-Rhamnose nicht kommerziell erhéltlich ist. Es ist
somit maoglich, dass die UGT VvGT12 und VvGT13 keine Glukose Ubertragen, sondern eine andere
Donorspezifitdét besitzen. Es konnte gezeigt werden, dass die glykosylierten Terpenole in
Muskattrauben primar an 6-O-a-L-Arabinofuranosyl-3-D-glukopyranose oder an Rutinose gebunden
sind und nur ein geringer Teil als Glukosid vorliegt (Gunata et al., 1988) (Voirin et al., 1992). Eine
Untersuchung weiterer Donormolekiile sowie die Erweiterung der putativen Akzeptormolekile wéare

ein sinnvoller Ansatz, um die in vivo Aktivitaten von VvGT12 und VvVGT13 zu ermitteln.

4.3 Gruppe L-Glykosyltransferasen aus Vitis vinifera

Aus der phylogenetischen Gruppe L wurden die Sequenzen von VvGTS8, VGT9, VvGT10 und
VvGT11 fir die heterologe Expression und Untersuchung der Substratpraferenz ausgewahlt. Bei den
putativen Terpenol-Glykosyltransferasen VvGT8 konnten vier und bei VVGT9 zwei Proteinvarianten in
zwei Rebsorten identifiziert werden. Die Proteinsequenzen von VWGT9, VvGT10 und VvGT11 besitzen
eine Identitdt von knapp 92 %. Der Sequenzvergleich dieser drei VWGTs mit VVGT8 identifiziert nur
36 % identische Aminosaurepositionen. Diese Diskrepanz in den Proteinsequenzen spiegelt sich auch
in der phylogenetischen Analyse wider (Abbildung 10). VVvGT8 und VvGT9-11 lassen sich in zwei
verschiedene Aste der Gruppe L einordnen. VVGT8 besitzt eine Identitat von etwa 58 % mit den UGT
aus E. perriniana BAD90934 und BAD90935, die neben Zimtséure auch Isoeugenol und Flavonoide
als Substrate akzeptierten (Nagashima et al., 2004). Die untersuchten Arabidopsis UGT der Gruppe L
praferierten Linalool, Artemisin- und Retinolsdure als Akzeptormolekil (Caputi et al., 2008). Die
Genexpressionsanalysen verdeutlichten, dass alle vier UGT einen ahnlichen hyperbolisch abfallenden
Expressionsverlauf wahrend des Reifeprozesses der Weinbeere besitzen. VvGT8 wird verstarkt in den

Blattern exprimiert, wahrend VvGT10 und VvGT11 eine hohe Expression in den Bliten aufweisen.

56



Diskussion

VWGT9 wird sowohl in der Blite als auch in den Blattern exprimiert (unverdffentlichte Daten,
(Frotscher, 2013)).

Die Untersuchung der Substratpraferenz mit den aufgereinigten Enzymen von VvGT8-11 ergab, dass
diese UGT die Glukosylierung von Kampferol, Quercetin und Eugenol Kkatalysierten.
Interessanterweise zeigte nur die Proteinvariante VvGT8a enzymatische Aktivitét. Die drei inaktiven
Proteinvarianten VvGT8b-d besitzen eine héhere paarweise ldentitdt untereinander (99,4 %) als zu
VWGT8a (98,3 %). Der Vergleich des PSPG-Box-Motives dieser Proteine mit drei strukturell
untersuchten pflanzlichen Glykosyltransferasen (VvGT1 aus V. vinifera, MtUGT71G1l aus
M. truncatula und AtUGT72B1 aus A. thaliana) zeigt, dass die zehn Aminosauren, die fur eine
Interaktion mit dem Donormolekil primar verantwortlich sind, in allen VvGT8-Varianten vorliegen
(Osmani et al., 2009). Die sieben Unterschiede in den Proteinsequenzen von VvGT8b-d und VvGT8a
sind vor allem im N-terminalen Bereich der GT zu finden. Diese Domane vermittelt priméar die
Koordination des Akzeptormolekiils. Ein Vergleich dieser Positionen mit den homologen Positionen in
VVGT1 aus Vitis vinifera erbrachte keinen direkten Zusammenhang zwischen den Aminosauren und
der Enzymaktivitdt (Osmani et al., 2009). Interessanterweise ist ein Aminoséaureunterschied im C-
terminalen Bereich lokalisiert (VvGT8a: R428; VvGT8b-d. K428). Die Proteine von VvGT1 (Offen et
al., 2006), VWGT5 und VvGT6 (Ono et al., 2010) sowie UGT85B1 aus S. bicolor (Hansen et al., 2003)
weisen an der entsprechenden Position ebenfalls ein Arginin auf. Diese Aminosaure befindet sich in
einem a-helikalen Bereich, der sich Uber die beiden Hauptdomanen der UGT legt. In der Literatur
konnte nachgewiesen werden, dass das Fehlen dieses Strukturelementes zur Inaktivierung einer UGT
aus V. vinifera fuhrt (5GT aus V. vinifera, (Janvary et al., 2009)). Die Bedeutung dieser Domane ist
bislang noch nicht genau geklart, doch es wird angenommen, dass die a-Helix die Flexibilitat der
Struktur und somit die Aktivitdt der UGT verandert. Eine Veranderung dieser Aminosaure durch
Mutagenese konnte einen zusatzlichen Hinweis auf deren Einfluss auf die GT-Aktivitat liefern.

Die Proteinsequenzen VvGT9a und VvGT9b unterscheiden sich in zwei Aminosauren, die sich am C-
terminalen Bereich der Enzyme befinden. Die spezifische Enzymaktivitdat von VvGT9a ist unter den
gleichen Reaktionsbedingungen im Vergleich zu VvGT9b fur die Umsetzung von Kampferol um den
Faktor 3 und fur die Umsetzung von Quercetin um den Faktor 2 geringer. VvGT9a besitzt an den
Positionen 438 und 470 jeweils ein Methionin, wahrend VvGT9b an der Position 438 ein Threonin und
an der Position 470 ein Leucin tragt. Diese beiden Aminosaurepositionen sind ebenfalls in der oben
beschriebenen a-helikale Doméane lokalisiert. Es wird angenommen, dass die modifizierten
Aminosauren die intramolekularen Interaktionen beeinflussen, so dass die Enzymaktivitat verringert
wird.

VVGT10 und VvGT11 besitzen ahnliche Aktivitdt gegentiber Kampferol, Quercetin und Eugenol. Der
Vergleich der Proteinsequenzen mit VvGT9a zeigt, dass VvGT10 eine héhere Sequenzhomologie zu
VGT9a hat als VvGT11. VWGT10 und VvGT11l weisen ebenfalls primér in dem C-terminalen a-
helikalen Bereich gemeinsame Sequenzunterschiede mit VvGT9a auf, so dass postuliert werden
kann, dass auch bei diesen Enzymen die verringerte Aktivitdt im Vergleich zu VvGT9b auf eine
veranderte Flexibilitat dieser Doméane beruht.

Die Flavonoide Quercetin und Kampferol sind wichtige antioxidative Substanzen, die in der Weinbeere

gebildet werden und die als gesundheitsforderlich gelten (Castillo-Mufioz et al., 2010). In der
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Weinbeere werden vor allem die 3-O-Glykoside von Quercetin und Kampferol nachgewiesen. Die
gebundenen Zuckerreste sind hierbei sehr vielfaltig und kénnen neben Glukose auch Galaktose,
Glucuronséaure, Arabinose und Xylose aufweisen, die auch miteinander glykosidische Bindungen
ausbilden kénnen (Makris et al., 2006). Quercetin- und Kampferolglykoside sind in hellen und dunklen
Trauben zu finden, wobei die genetische Informationen von VwGT8-11 aus den hellen Rebsorten
WeiBer Riesling 239-34 Gm und Gelber Muskateller FR 90 isoliert wurden. Untersuchungen der
Flavonolglykoside in verschiedenen hellen Weinbeeren haben gezeigt, dass von Kampferol primar das
3-0O-Glukosid und von Quercetin das 3-O-Glukosid und das 3-O-Glukuronid nachgewiesen werden
(Castillo-Mufioz et al., 2010). Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch keine weitere Charakterisierung
der entstandenen Glukoside oder die Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt von VvGT8-11
durchgefuhrt. Es konnte zwar eine in vitro Aktivitat dieser Glykosyltransferasen gegentber Kampferol
und Quercetin gezeigt werden, doch missen fur die Ermittlung der natirlichen Funktion die Enzyme
umfassender charakterisiert werden.

Interessanterweise konnte mit dem Proteinrohextrakt der aktiven Enzyme keine Aktivitat unter den
gleichen Reaktionsbedingungen gemessen werden. In der Literatur ist ein solcher Effekt bei
Glykosyltransferasen, die in E. coli exprimiert wurden, bislang nicht beschrieben worden. Es wird
vermutet, dass entweder Enzyme aus dem Bakterium die glykosidische Bindung hydrolytisch spalten
oder aber die Glykosyltransferasen durch unbekannte Prozesse gehemmt werden. Aufgrund dieser
Beobachtung wurden alle weiteren Aktivitatsuntersuchungen mit dem aufgereinigten Enzym
durchgefuhrt.

4.4 Gruppe E-Glykosyltransferase aus Vitis vinifera

Aus der Gruppe E wurde die Sequenz von VvGT7 fir die heterologe Expression in E. coli und
anschlieBende Untersuchung des exprimierten Proteins ausgewahlt. Insgesamt konnten aus funf
Rebsorten die genetische Information von zehn Proteinvarianten VvGT7a-j isoliert werden. Die
Sequenzen der Proteinvarianten besitzen eine paarweise Identitat von 98 %. Die homologen UGT aus
A. thaliana UGT88A1 und UGT71C2 wurden als Quercetin-Glukosyltransferasen identifiziert, wobei
sie auch Citronellol, Geraniol und Farnesol als Substrate akzeptieren (Lim et al., 2004) (Caputi et al.,
2008). Die homologen UGT88A8 und UGT88A9 aus Hieracium pilosella L. glykosylierten unter
anderem Flavonole, Flavone, Kaffeeséure, Esculetin, Catechol, Apigenin und Luteolin (Witte et al.,
2009). Das Expressionsprofil von VVGT7 weist zwei Maxima zu Beginn und zum Ende der Beerenreife
auf. Zudem wird VVGT7 vor allem in jungen Bliten und Blattern exprimiert (unverdffentlichte Daten,
(Frotscher, 2013)).

4.4.1 Invitro Aktivitat von VvGT7 und biochemische Charakterisierung von VvGT7a-c

Fur acht der zehn Proteinvarianten konnte in vitro Glukosyltransferaseaktivitdt gegeniiber einem
breiten Spektrum von Akzeptormolekilen nachgewiesen werden. Neben den Terpenolen Nerol,
Geraniol und Citronellol wurden auch Quercetin, Benzylalkohol, 2-Phenylethanol, Eugenol und einige
kurzkettige Monoalkohole glukosyliert. Ein GroR3teil der Substrate liegt auch in der Weinbeere frei oder
glykosyliert vor (Terpenole, Flavonoide, aromatische Monoalkohole und Eugenol) (Mateo et al., 1997).

Mandelonitril wird von der Glykosyltransferase UGT85B1 aus S. bicolor als Hauptsubstrat umgesetzt
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(Hansen et al., 2003). Da diese UGT zudem Geraniol, Citronellol und Nerol als Substrat akzeptiert,
wurde Mandelonitril als mégliches Akzeptormolekil zusatzlich untersucht, aber von VVGT7 Varianten
nicht glukosyliert. Als Zucker-Donor ist nur UDP-Glukose verwendet worden.

Die optimalen Reaktionsbedingungen wurden fir VvGT7a-c mit Nerol als Substrat ermittelt. Die
optimale Temperatur lag bei 30°C (VvG7a, b) bzw. 37 °C (VvGT7c). Die in der Literatur
beschriebenen pflanzlichen UGT besitzen ein Temperaturoptimum zwischen 20 °C und 30 °C (Lim et
al., 2001) (Lunkenbein et al., 2006) (Hall et al., 2011) (Hall et al., 2012) (Lim et al., 2004). Die 2013
beschriebene Auxin-Glykosyltransferase UGT74D1 weist bei 37 °C die hdchste katalytische Aktivitat
auf (Jin et al., 2013b). Das pH-Optimum der V. vinifera UGT betragt pH 8,0 (VwGT7a) bzw. pH 8,5
(VWGT7b, c) in 100 mM Tris HCI Puffer. Interessanterweise liegen die pH-Optima im alkalischen
Bereich. Der pH-Wert in der Weinbeere wird vor allem durch Apfel- und Weinséaure bestimmt und
betrdgt am Ende der Reifung etwa pH 4,0. In diesem pH-Bereich konnte in vitro jedoch keine
Enzymaktivitat nachgewiesen werden. Die Apfel- und Weinséure werden jedoch primér in der Vakuole
gespeichert, wahrend die Glykosyltransferasen vermutlich im Cytosol lokalisiert sind. Im Cytosol
herrscht ein pH von 7,0 bis 7,5, so dass die pH-Optima von VGT7a-c nur leicht hdher liegen (Ono et
al.,, 2010). VvGT5 aus V. vinifera besitzt ebenfalls ein pH-Optimum im alkalischen pH-Bereich (pH
9,1), wahrend VvGT6 die hochste Aktivitat bei pH 7,4 aufweist (Ono et al., 2010).

Die kinetischen Daten von VvGT7a-c wurden unter optimalen Reaktionsbedingungen fur Nerol,
Citronellol und Geraniol bestimmt. Es handelt sich bei diesen bevorzugten Substraten um primare
Alkohole, die sich sterisch ahneln. Die tertiaren Alkoholgruppen von Linalool und a-Terpineol sind
sterisch schwerer zuganglich und werden nicht glukosyliert. Bei 8-Hydroxylinalool werden vermutlich
aufgrund der sperrigen Struktur weder die primére noch die tertidre Alkoholgruppe enzymatisch
modifiziert.

Die GroRRenordnung der ermittelten Ky-Werte ist vergleichbar mit denen, die fur Glykosyltransferasen
aus V. vinifera (100-800 uM) und F. ananassa (300-700 uM) bestimmt wurden (Khater et al., 2012)
(Lunkenbein et al., 2006) (Landmann et al., 2007). Die Dhurrin-generierende UGT85B1 aus S. bicolor
akzeptiert ebenfalls die Terpenole Geraniol, Nerol und Citronellol. Die Ky-Werte dieser UGT flr den
Umsatz der Terpenole (150 uM bis 1,1 mM) liegen ebenfalls in dem fir VvGT7a-c ermittelten
Konzentrationsbereich (200-400 uM) (Hansen et al., 2003). Der k.-Wert fiir die Glukosylierung von
Nerol ist vergleichbar mit den Werten, die fir eine Sterol-Glykosyltransferase aus Withania somnifera
(1-10* bis 610" sec™) und die Isoflavonoid-Glykosyltransferase-Mutanten von UGT71G1 aus
Medicago truncatula (8:10™ bis 17-10™ sec™) beschrieben wurden (Madina et al., 2007) (He et al.,
2006). Die k-Werte von UGT85B1, die als Nebenaktivitat die Terpenole Geraniol, Citronellol und
Nerol glukosyliert, sind jedoch um den Faktor 30 bis 450 grof3er als die von VvGT7a-c (Hansen et al.,
2003). Die niedrigen kq-Werte von VvGT7a-c implizieren somit, dass VvVGT7 zwar die Terpenole
verglichen mit den anderen untersuchten Substraten bevorzugt glukosyliert, diese Reaktion jedoch
in planta nicht von VvGT7 katalysiert wird. Fur die Umsetzung von Citronellol konnte zusatzlich
gezeigt werden, dass VVGT7 das (R)-Enantiomer, welches nicht in der Traube vorliegt (Luan et al.,
2005), mit starker Praferenz glukosyliert, so dass eine putative in planta Glukosylierung von Citronellol

ausgeschlossen werden kann.
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Die Untersuchung der natirlichen Funktion erfolgt in der Regel durch reverse Genetik, wobei die
Genfunktion ausgeschaltet wird und die Auswirkungen analysiert werden. Diese Studien sind aber
besonders in polyploiden Organismen nicht eindeutig, weil mehrere Kopien eines Gens in dem
Organismus vorliegen (Lawrence and Pikaard, 2003). Zum anderen weisen verschiedene Enzyme
eine gewisse Redundanz auf, so dass das Fehlen eines Enzyms durch die Aktivitdt andere Proteine
kompensiert werden kann (Jin et al., 2013b) (Yonekura-Sakakibara and Hanada, 2011). Des Weiteren
werden Substratpraferenzen mit den Reinsubstanzen bestimmt. In der Pflanze steht dem Enzym
jedoch eine komplexe Mischung verschiedener putativer Substrate zur Verfiigung, so dass ein in vitro
umgesetztes Substrat in planta nicht zwingend von dem untersuchten Enzym katabolisiert werden
muss. Zur Imitation der in planta vorliegenden Substratverfligbarkeit wurde ein Aglykaextrakt
hergestellt. Hierfir wurde zunachst die Gesamtheit der Glykoside aus den Beerenhauten isoliert.
AnschlieRend wurden Uber hydrolytische Spaltung die Zuckerreste entfernt und die resultierenden
Aglyka extrahiert. Das Aglykagemisch wurde dann als Substrat in der enzymatischen Reaktion
eingesetzt.

WGT7 (VvGT7b) zeigte katalytische Aktivitdt gegeniber dem Aglykagemisch aus dem Gelben
Muskateller FR 90 und bestatigt somit die Glukosyltransferaseaktivitat von VVGT7. Die Erntetermine
der Weinbeeren zur Herstellung des Aglykaextrakts entsprechen den Genexpressionsmaxima von
VVGT7 kurz nach der Veraison und am Ende der Beerenreife und stellen somit die zu diesen
Zeitpunkten in der Pflanze vorliegenden Aglykaprofile dar. Zudem konnte verifiziert werden, dass
VVGT7 die Terpenole, die als Aglyka vorliegen, vermutlich nicht in planta als Substrat umsetzt. Die
Durchfuhrung der Dunnschichtchromatographie verdeutlichte, dass mindestens zwei Glukoside
gebildet wurden, die in einem Nachfolgeprojekt identifiziert werden sollen. Aufgrund des
Laufverhaltens lasst sich folgern, dass die Produkte eine hthere Hydrophilie als die Terpenglukoside
besitzen. Somit ist die Verwendung eines Glykosides als Akzeptormolekil aufgrund der chemischen
Eigenschaften madglich. Diese zwei Produkte konnten hingegen bei der Verwendung eines
Aglykaextrakts aus dem Roten Traminer 11-18 Gm nicht nachgewiesen werden. Dies ist insofern
interessant, da VVGT7 auch im Roten Traminer 11-18 Gm exprimiert wird, aber offensichtlich keines
der vorliegenden Aglyka glukosyliert. UGT kdnnen jedoch auch bifunktional beziglich des
Donormolekils sein (Ono et al., 2010), so dass VVGT7 neben der untersuchten UDP-Glukose auch
andere aktivierte Zucker als Donor nutzten kann. Des Weiteren kdnnen auch Glykoside als
Akzeptormolekile praferiert werden (Janvary et al., 2009), die in dem Aglykagemisch nicht vorlagen.
Fur die Extraktion des Aglykagemisches wurde Methyl-tert-butylether (MTBE) verwendet. Hierbei
I6sen sich die hydrophoben Aglyka wie die Terpenole bevorzugt in der Etherphase, wahrend
hydrophile Molekile wie Glykoside in der wassrigen Phase verbleiben. Durch die Verwendung
hydrophilerer Extraktionsmittel wie Ethylacetat kdnnte eine alternative Aglykabibliothek generiert

werden, in der auch Glykoside als moégliche Substrate enthalten sind.

4.4.2 Positionsgerichtete Mutagenese zur Identifizierung aktivitatsbeeinflussender

Aminosauren

Zwei der isolierten Proteinvarianten von VWGT7, VWGT7i und VvGT7j, zeigten kaum bzw. keine

Aktivitdt gegenlber den getesteten Substraten. Anhand des Vergleiches der Sequenzen aller zehn
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Proteinvarianten konnten exakt drei Aminosaurepositionen identifiziert werden, in denen sich die
inaktiven von den aktiven Proteinvarianten unterschieden. Basierend auf den Homologiemodellen der
dreidimensionalen Struktur von VWGT7i und VvGT7b konnte visualisiert werden, dass diese drei
Aminosauren nicht im aktiven Zentrum lokalisiert waren (Consensus-Position 186, 210 und 318).

Das Alanin an der Position 317 in VVGT7i und j ist in einem Schleifenmotiv (loop) positioniert, das sich
im Eingangsbereich zum aktiven Zentrum des Enzyms befindet. In den aktiven Proteinvarianten ist an
der aquivalenten Position ein Prolin. Prolin ist eine strukturell besondere Aminoséure, bei der die
Aminogruppe in einen Pyrrolidinring eingebaut ist. Zudem unterbricht Prolin die Ausbildung von
Sekundarstrukturen. Aufgrund der strukturbeeinflussenden Eigenschaft von Prolin kdnnte eine
Veranderung dieser Aminosaure die Aktivitat beeinflussen. Zudem konnte bei Mutagenesestudien die
Wichtigkeit dieser loop-Region fir die Enzymaktivitdit bei der UGT72B1 nachgewiesen werden
(Brazier-Hicks et al., 2007). Wahrend die Einfachmutanten keine veranderte Aktivitat zeigten, konnte
die Mutation einer zweiten und der dritten Aminoséure einen sukzessiven Anstieg der Aktivitat
gegeniber den getesteten Substraten sowie eine Erweiterung des Substratspektrums hervorrufen. Die
Dreifachmutanten VvGT7i-PIL und VWGT7j-PIL besitzen eine vergleichbare Akzeptormolekilpréaferenz
wie VVGT7a-h. Interessanterweise ist im Vergleich zu VvGT7i-PIL die Gesamtaktivitat der
Dreifachmutante VvGT7|-PIL geringer, jedoch weist VVGT7j-PIL eine deutliche Umsetzung von
Kampferol auf, die 44-mal gro3er ist als die von VvGT7i-PIL. VVGT7j-PIL besitzt in der C-terminalen
Domane an der Position 443 ein zusatzliches Arginin. Diese Aminosaure ist C-terminal in der a-
helikalen Doméne, die fur die Flexibilitdt der Struktur verantwortlich sein soll, lokalisiert (Janvary et al.,
2009). Das zusatzliche Arginin scheint die Flexibilitat der Proteinstruktur zugunsten des Umsatzes von
Kampferol zu verandern.

Die beiden Aminosduren an den Positionen 186 und 210 liegen in einem Bereich, der kaum
konservierte Positionen aufweist, jedoch fir die Akzeptormolekilbindung wichtig ist (Osmani et al.,
2009). Die Aminosaure an der Position 186 liegt in der Nahe der Position 190. Alle VWGT7-
Proteinsequenzen besitzen an der Position 190 ein Aspartat, wahrend VvGT7h an dieser Stelle eine
Glycin tragt. VVGT7h besitzt im Vergleich zu VvGT7a-g eine deutlich geringere Aktivitat und ein
engeres Substratspektrum. Interessanterweise unterscheidet sich VVGT7h nur in dieser Position von
der Proteinvariante VvGT7b, die eine hohe Aktivitdt und ein breites Substratspektrum aufweist.
Hieraus lasst sich schlieBen, dass diese Aminosaure D190 eine wichtige Rolle fir die generelle
Aktivitat von VWGT7 besitzt. Saure Aminosauren kénnen aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften als
Protonenakzeptor dienen und intramolekulare Interaktionen aufbauen (Noble et al., 2000). UGT85B1,
UGT71G1 (S. bicolor) und UGT72B1 (A. thaliana) weisen an der entsprechenden Position ebenfalls
eine Asparaginsaure auf. Die Aminosaure 210 befindet sich in Nachbarschaft zu dem N212. Diese
Position ist in allen VvGT7-Proteinvarianten sowie in den strukturell aufgeklarten pflanzlichen GT
VVGT1 (Offen et al., 2006), UGT85H2 (Li et al., 2007), UGT78G1 (Modolo et al., 2009), UGT71G1
(Shao et al., 2005) und UGT72B1 (Brazier-Hicks et al., 2007) konserviert, wobei deren Bedeutung
bislang noch nicht geklart ist. Interessanterweise konnten strukturbasierte Berechnungen der
intramolekularen Netzwerke mit dem RING-Server zeigen, dass die Aminosauren an den Positionen
186 und 210 Uber Wechselwirkungen mit Akzeptor- und Donormolekil-bindenden Resten im aktiven

Zentrum in Verbindung stehen. Val186 in VvGT7i beeinflusst u.a. Arginin 399, welches in direkter
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Nachbarschaft zum konservierten Glutamin 398 der PSPG-Box liegt. Diese Wechselwirkung tritt bei
dem aktiven VvGT7b nicht auf. Die Aminosaure an Position 210 interagiert mit einem Strukturelement
im N-terminalen Bereich des Proteins, das direkt neben Thrl38 liegt. Die homologe Position von
Threonin138 in VVGT1 interagiert direkt mit der 6‘-Hydroxygruppe der Glukose des aktivierten
Donormolekils (Offen et al., 2006). Es kann angenommen werden, dass die in den Mutanten
berechneten Interaktionen aufgrund der mutierten Aminosduren 210 und 186 die Koordination der
UDP-Glukose beeinflussen, so dass die Ubertragung des Zuckers oder die Bindung des aktivierten
Zuckers nicht mehr méglich ist.

Basierend auf der positionsgerichteten Mutagenese der inaktiven bzw. kaum aktiven Proteinvarianten
VWGT7i und VvGT7]j liel sich nachweisen, dass Aminosauren, die nicht direkt im aktiven Zentrum
eines Proteins liegen, die Enzymaktivitdt mafl3geblich verdndern kdonnen. Zudem konnte eine Art
additiver Effekt bei der stufenweisen Mutagenese beobachtet werden, der darauf schliel3en lasst, dass
das Netzwerk der Aminosauren und damit ihre Interaktionen entscheidend fir die Enzymaktivitét sind.
Die biochemische Charakterisierung von VVGT7b und c verdeutlicht weiterhin, dass eine Variation der
Aminosauresequenz in zehn Positionen zu keiner relevanten Beeinflussung der Substratpraferenz und
der kinetischen Daten fihrt (Tabelle 4, 5). Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass
Veranderungen der Aminosauren in der N-terminalen Doméane (Aminosaure 2, 11, 28, 117 und 132)
der VVGT7-Proteine tendenziell zu einer veranderten Substratpraferenz flhrte, wahrend eine Mutation
der Aminosauresequenz in der C-terminalen Doméane (Aminosaure 318 und 443) in einer generellen
Veranderung der Enzymaktivitét resultierte. Diese Beobachtung bekraftigt die Hypothese, dass die N-
terminale Domé&ne von UGT priméar der Koordination des Akzeptormolekils dient, wahrend der

Zuckerdonor bevorzugt von C-terminalen Strukturelementen gebunden wird (Wang, 2009).

45 Gruppe G-Glykosyltransferasen aus Vitis vinifera

Die beiden Sequenzen von VvGT14 und VvGT16 konnten der Gruppe G zugeordnet werden. Von
VvGT14 wurde die genetische Information fir drei resultierende Proteinvarianten aus dem Roten
Traminer 11-18 Gm und dem WeiRen Riesling 239-34 Gm isoliert. VvGT14c besitzt eine 21
Aminosauren umfassende Deletion in der N-terminalen Domé&ne. Die Sequenzen der Proteine
VvGT1l4a und VvGT14b unterscheiden sich in einer Aminosaureposition, die in der PSPG-Box
lokalisiert ist. Von VvGT16 liegt nur eine translatierte Proteinvariante vor. Die homologen UGT aus
A. thaliana AtUGT85A1, 2, 4, 5 und 7 wurden als Cytokinin-UGT beschrieben und glukosylieren
zudem Citronellol, Geraniol und a-Terpineol (Woo et al., 2007) (Hou et al., 2004) (Jin et al., 2013a)
(Caputi et al., 2008). UGT85B1 aus S. bicolor lasst sich ebenfalls phylogenetisch in die Gruppe G
einordnen. Zwar konnte UGT85B1 als UDP-Glukose:p-Hydroxymandelonitrile-O-Glukosyltransferase
identifiziert werden, doch besitzt dieses Enzym auch eine UGT-Aktivitdt gegenlber den Terpenolen
Geraniol, Nerol und Citronellol (Hansen et al., 2003). VvGT14 wird primar in den Beeren exprimiert,
wobei das Expressionslevel im Reifeverlauf deutlich ansteigt. VvGT16 wird vor allem am Ende der

Beerenreife und in den Bluten exprimiert (unveréffentlichte Daten, (Frotscher, 2013)).
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4.5.1 Invitro Aktivitat von VvGT14 und die biochemische Charakterisierung

VvGT14 besitzt drei Proteinvarianten, von denen nur VvGT14a Aktivitat aufweist. VVGT14 glukosyliert,
mit Ausnahme der Flavonoide, alle getesteten Substrate. Die Flavonoide besitzen im Gegensatz zu
den anderen Akzeptormolekulen keine lineare Struktur und tragen mehrere reaktive Hydroxygruppen.
Der Vergleich der Aminosaurereste von VvGT14a und VvGT1 (Offen et al., 2006), die sich in einem
Abstand von 5 A um das Akzeptormolekiil Kampferol befinden, zeigt, dass die Bindetasche vermutlich
durch gro3e Aminosaurereste raumlich blockiert wird. Hieraus lasst sich vermuten, dass die
Flavonoide sterisch zu anspruchsvoll sind, um gebunden oder umgesetzt zu werden.

Die Terpenole Geraniol, Citronellol und Nerol sowie die Monoalkohole Hexanol und Oktanol werden
bevorzugt als Substrat akzeptiert. Die entsprechenden Glykoside konnten auch in der Weinbeere
nachgewiesen werden (Williams et al.,, 1982c) (Ugliano and Moio, 2008). Die Bestimmung der
Enantioselektivitit von VvGT14a gegeniber Citronellol und Linalool konnte keine signifikante
Enantiopréaferenz nachweisen. VwGT14 besitzt wie VVGT7 eine Préferenz beziglich primérer
Hydroxygruppen, wobei VvGT14 auch in der Lage war, tertiare Alkohole zu glukosylieren. Aufgrund
der Dunnschichtchromatographie, bei der im Fall von 8-Hydroxylinalool mindestens zwei Produkte
nachweisbar waren, lasst sich vermuten, dass 8-Hydroxylinalool an beiden Alkoholgruppen
glukosyliert wurde.

Die Daten von Ky (9 bzw. 10 pM) und k¢4 (0,02 sec'l) fur die Substrate Citronellol, Nerol und Geraniol
waren vergleichbar. Fir die Glykosylierung durch VVGT1 (Offen et al., 2006) und CaUGT2 (aus
Catharanthus roseus) (Masada et al., 2007) konnten ahnliche kinetische Daten ermittelt werden. Die
Ku-Werte fir VWGT5 (5 uM fir Quercetin) und VvGT6 (4 bis 10 pM fur die Substrate Quercetin,
Kampferol und Isorhamnetin) besal3en eine vergleichbare GréRenordnung wie VvGT14a (Ono et al.,
2010). Die kinetischen Daten deuteten darauf hin, dass VvGT14 auch in planta die Glukosylierung
dieser Substrate durchfiihren kdnnte. Die Ky- und k.-Werte von VvGT14a fir die Umsetzung von 8-
Hydroxylinalool, a-Terpineol und Linalool waren hingegen drei- bis funffach gré3er bzw. 10- bis 100-
fach kleiner als die fur Nerol, Citronellol und Geraniol. Linalool, a-Terpineol und 8-Hydroxylinalool
werden zwar in vitro als Substrate akzeptiert, scheinen jedoch in planta nicht von VvGT14 glukosyliert
zu werden. VvGT14a wurde zudem mit einem Aglykaextrakt des Roten Traminers 11-18 Gm (friher
und spater Erntetermin) getestet. Die diinnschichtchromatographische Untersuchung sowie die an der
Universitat Bonn durchgefiihnrte LC-MS/MS-Analyse der gebildeten Produkte identifizierten die
Glukoside von Geraniol, Citronellol und Nerol. VWGT14a wird im Roten Traminer 11-18 Gm
reifekorreliert exprimiert (Frotscher, 2013). Zudem konnte die Bildung von Geranyl-, Neryl- und
Citronellylglukosid wéahrend der Beerenreife bei dieser Rebsorte gezeigt werden (Stanitzek, 2013). Die
Verknupfung dieser Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass VvGT14a eine in planta Funktion als
Terpenol-UGT besitzt.

Die Proteinvarianten VvGT14b und VvGT14c zeigten keine enzymatische Aktivitat. VvGT14c ist eine
Deletionsvariante von VvGT14a, bei der 21 Aminosauren in der N-terminalen Doméne fehlen. Die
entsprechenden Aminoséauren in den Proteinen VVGT1 (aus V. vinifera), UGT71G1, UGT85H2 (aus M.
truncatula) und UGT72B1 (aus A. thaliana) beeinflussen die Bindung von UDP-Glukose (Osmani et
al., 2009), so dass eine Deletion in diesem Bereich zu einem Verlust der Koordination des

Donormolekils zu fithren scheint. Die inaktive VvGT14b unterscheidet sich nur in einer Aminoséaure in
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der PSPG-Box von VvGT14a. Die inaktive Proteinvariante besitzt ein Leucin anstelle eines Prolins an
der PSPG-Box-Position 39 (Hughes and Hughes, 1994). Dieses Prolin ist eine konservierte
Aminosaure, die im Vergleich von UGT-Sequenzen verschiedener Spezies die vorherrschende
Aminosaure darstellt (Kumar et al., 2012) (Caputi et al., 2012). Prolin ist aufgrund seiner Struktur
wichtig fur die Ausbildung von Sekundérstrukturen und Proteinfaltung. Haufig ist diese Aminosaure
konserviert, so dass deren Mutation, wie bei VvGT14b zu einem Aktivitatsverlust des Proteins fuhrt
(Morris et al., 1992). Die genaue Bedeutung des Prolins in der PSPG-Box wurde in der Literatur
jedoch noch nicht beschrieben. Es kann jedoch postuliert werden, dass aufgrund der
Aminosauremutation eine strukturelle Veranderung der PSPG-Box vorliegt, so dass der Zuckerdonor

fehlerhaft oder nicht mehr koordiniert wird.

4.5.2 Invitro Aktivitat von VvGT16 und die biochemische Charakterisierung

Von VVvGT16 konnte die genetische Information fur eine Proteinvariante isoliert werden. Das
aufgereinigte Enzym zeigte im Vergleich zu VvGT14 ein enges Substratspektrum. Neben
Benzylalkohol und 2-Phenylethanol wurden auch Geraniol, Nerol, Citronellol, Hexanol, 3-Methyl-2-
butenol, cis 3-Hexenol und trans 2-Hexenol glukosyliert. Benzylalkohol und 2-Phenylethanol gehdren
neben den Monoterpenen zu den Aroma-pragenden Verbindungen des Weins und liegen sowohl frei
als auch glykosidisch gebunden vor (Lamorte et al., 2008) (Williams et al., 1982c) (Sefton et al., 1994).
VVvGT16 zeigte keine Enantiopraferenz beziglich der Umsetzung von Citronellol. Die Ky-Werte fir die
Terpenole waren vergleichbar mit denen von FaGT2 aus F. ananassa (100 bis 700 uM) (Lunkenbein
et al., 2006) und VvgGT1-3 aus V. vinifera (100 bis 900 uM) (Khater et al., 2012). Der k¢-Wert von
Geraniol lag in derselben GréRenordnung wie der von CaUGT2 (0,0165 sec™) (Curcumin-UGT)
(Masada et al., 2007). Die Wechselzahlen fiir Geraniol, Nerol und Citronellol fir das Enzym UGT85B1
aus Sorghum bicolor waren mit 0,06 bis 0,1 sec™ sechs- bis zehnmal groRer, wobei die Terpenol-
Glykosylierung eine Nebenaktivitat dieses Enzyms darstellt. Hieraus lasst sich schlieRen, dass
VvGT16 vermutlich keine in planta Terpenol-UGT-Aktivitat aufweist. Interessanterweise wird VVGT16
primér in den Bliten und im spaten Reifeverlauf im Roten Traminer 11-18 Gm exprimiert. Die
Untersuchung des Aglykaextrakts der Beeren (spater Erntezeitpunkt) und der Bliten vom Roten
Traminer 11-18 Gm konnte keinen Umsatz nachweisen. Bislang sind jedoch kaum Daten Uber
Glykoside in Blluten von Weintrauben in der Literatur verfigbar. Aus den Bluten der Rebsorten Shiraz
und Chardonnay konnten die Glykoside der Flavonole Quercetin, Myricetin, Kampferol und
Isorhamnetin isoliert werden (Cordon, 2008), wobei Quercetin und Kampferol von VvGT16 nicht
glukosyliert wurden (Abbildung 33). In den Bluten vom Roten Traminer wurde vor allem Linaloyl- und
Geranyl-B-O-Glukosid nachgewiesen (Stanitzek, 2013). Ein Umsatz von Linalool durch VvGT16
konnte jedoch nicht gemessen werden. Es ist durchaus mdoglich, dass VvGT16 Glykoside als
Akzeptormolekll umsetzt. So setzt z.B. die 5GT aus V. vinifera Malvidin-Cyanidin-3-O-Glukosid zu
einem Diglukosid um (Janvary et al.,, 2009). Zudem wurde nur UDP-Glukose als Donormolekiil
untersucht, so dass nicht auszuschlieRen ist, dass VvGT16 eine andere Zuckerspezifitat besitzt. Eine
Analyse der Blutenglykoside und eine Umsetzung alternativer Bliten-Aglykabibliotheken kénnten die

Identifizierung der natirlichen Substrate ermdglichen.
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4.6 Gruppe H-Glykosyltransferase aus Vitis vinifera

VvGT15 wurde phylogenetisch der Gruppe H zugeordnet. Aus drei Rebsorten konnte die genetische
Information flir drei Proteinvarianten isoliert werden. VvGT15a (A179) und VvGT15c (V179)
unterscheiden sich nur in einer Aminosaure. Die homologen UGT aus A. thaliana UGT76E2,
UGT76E11, UGT76E12 und UGT76D1 kénnen die Terpenole a-Terpineol, Linalool, Citronellol und
Geraniol als Akzeptormolekille umsetzen (Caputi et al., 2008). Zudem wurde UGT76D1 als Quercetin-
O-Glykosyltransferase identifiziert (Lim et al., 2004). VvGT15 wird in der Wurzel und im Verlauf der

Beerenreifung exprimiert (Frotscher, 2013).

4.6.1 Invitro Aktivitat von VvGT15 und die biochemische Charakterisierung

Das Substratspektrum von VvGT15 ist sehr eng. Von den 22 untersuchten Substraten wurden nur flnf
aliphatische Verbindungen von allen drei Proteinvarianten umgesetzt, wobei die Terpenole Geraniol,
Citronellol und Nerol préferiert wurden. Zusétzlich wurden auch Hexanol und Oktanol glukosyliert. Die
Proteinvarianten VwGT15a und VvGT15c, deren Proteinsequenzen sich nur in einer Aminoséure
unterscheiden, besitzen ein sehr ahnliches Substratspektrum, wobei VvGT15a zusatzlich Farnesol
akzeptiert. Der Vergleich der beiden Sequenzen mit der strukturell untersuchten VvGT1 (Offen et al.,
2006) verdeutlicht, dass die Aminoséaure, in der sich VwGT15a und c¢ unterscheiden, in einem
Strukturbereich lokalisiert ist, der direkt an der Akzeptorbindung beteiligt ist. Die zuséatzliche
Methylgruppe sowie die hohere Hydrophobie des Valins in VvGT15c¢ scheint die Koordination der
Akzeptormolekile zu beglnstigen. In Mutationsstudien von UGT71G1 (M. truncatula) konnte zudem
festgestellt werden, dass die Substitution verschiedener Aminosauren in der Akzeptorbindetasche
durch Alanin zu einer verringerten Aktivitat fihrte (He et al., 2006). Diese Studie impliziert, dass
sowohl die dreidimensionale Gestaltung als auch eine geeignete chemische Umgebung fir die
Koordination des Substrates entscheidend sind (Osmani et al., 2009). VvGT15b weist eine generelle
geringere Aktivitat im Vergleich zu VvGT15a und VvGT15c auf. Mithilfe des Alignments von VvGT15b
mit VVGT1 (V. vinifera), UGT71G1 (M. truncatula) und UGT72B1 (A. thaliana) konnte verdeutlicht
werden, dass zwei Aminosauren (Position 87 und 251), in denen sich VvGT15b von VvGT15a und ¢
unterscheiden, in Substrat-bindenden Proteinbereichen liegen. Cystein 87 liegt in einer N-terminalen
a-helikalen Doméne, die zusammen mit einer loop-Region ein sehr variables Strukturelement bildet,
das fur die Akzeptorspezifitat entscheidend ist (Bolam et al., 2007) (Mittler et al., 2007). Der Vergleich
der Sequenz und Struktur von VvGT1 deutet darauf hin, dass Histidin 251 in einem Proteinbereich
lokalisiert ist, der bei VVGT1 neben den Aminoséauren der PSPG-Box die Koordination des aktivierten
Zuckers vermittelt. Histidin ist aufgrund seiner nukleophilen Eigenschaften in vielen Enzymklassen wie
Esterasen und Serinproteasen als Bestandteil des Kkatalytischen Zentrums wichtig fiur die
enzymatische Aktivitat (Dodson and Wlodawer, 1998). Zudem tragt VvGT15b an der Position 179 wie
VvGT15a ebenfalls ein Alanin. Mithilfe von Mutagenesestudien kénnte die Bedeutung der einzelnen
Aminosauren umfassender untersucht werden.

VvGT15a-c setzten interessanterweise bevorzugt das natirlich vorkommende (S)-Enantiomer von
Citronellol um (Luan and Wist, 2002), so dass aufgrund dieser Praferenz eine naturliche Funktion

vermutet werden kann. Die Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen ergab, dass VwGT15a-c
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bei 30 °C und pH 7,5 (100 mM Tris HCI) die hdchste nachweisbare in vitro Aktivitdt gegeniber
Geraniol zeigten. Das ermittelte pH-Optimum lag im Vergleich zu VGT14 und VVvGT16 im
physiologischen pH-Bereich des Cytosols (Ono et al., 2010).

Die Wechselzahlen fiir Geraniol (VWGT15a, b: 0,1 sec™’; VWGT15c: 0,17 sec) waren drei- bis
sechsmal gréRer im Vergleich zu den k.,-Werten von Nerol und (S)-Citronellol. Die Ky- und Keo-Werte,
die fur die UDP-Glukose ermittelt wurden, waren nur geringfugig hoher als die von Geraniol. Die K-
Werte der drei VVGT15-Proteinvarianten beziiglich der Umsetzung von 8-Hydroxylinalool waren um
den Faktor 30 bis 40 geringer als die Wechselzahl von Geraniol. Die ermittelten Ky-Daten sind mit
denen von CaUGT2 aus C. roseus (40 uM) (Masada et al., 2007), VVGT1 (30 bis 40 uM fir Kémpferol
und Quercetin) (Offen et al., 2006) und UGT71G1 aus M. truncatula (60 pM) (He et al., 2006)
vergleichbar. Die Glykosyltransferase UGT85B1 aus S. bicolor besal? fur die Glukosylierung der
Terpenole Geraniol, Citronellol und Nerol héhere Ky-Werte (130 uM bis 1,1 mM), wahrend die
Wechselzahlen fiir die Geraniol-Umsetzung durch VWGT15 und UGT85B1 (0,1 sec™) vergleichbar
waren (Hansen et al., 2003).

Bei der Untersuchung des Aglykaextrakts aus dem Roten Traminer 11-18 Gm (friher und spéter
Erntetermin) konnte sowohl diinnschichtchromatographisch als auch mittels LC-MS/MS die Bildung
der Geranyl-, Neryl- und Citronellyl-Glukoside bestéatigt werden. VvGT15 zeigt wie VvGT14 eine
ansteigende Expression im Reifeverlauf der Weinbeere (Frotscher, 2013). Die Kombination der
Ergebnisse der kinetischen Analyse, die Untersuchung der Enantioselektivitit sowie des
Aglykaextrakts und die Genexpressionsdaten deuten darauf hin, dass VvGT15 sowohl in vitro als auch

in planta eine Terpenol-UGT-Aktivitat besitzt.
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5 Material und Methoden
5.1 Materialien
5.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma-Aldrich (Steinheim),
Roth (Karlsruhe), J.T Baker/Mallinckrodt Baker (Griesheim) und Merck (Darmstadt) bezogen. Die
radioaktiv. markierte UDP-[U-lAC]GIukose (300 mCi/mmol; 0,1 mCi/mL) wurde von American
Radiolabeled Compounds (St. Louis, USA) bezogen. Die Szintillationslésung ProFlowP+ stammt von
Meridian Biotechnologies Ltd (Epsom, England). Die Trauben- und Bliten-Aglykaextrakte wurden von
Sarah Stanitzek (Universitat Bonn) zur Verfligung gestellt. Das genetische Material der UGT-Gene
wurde von Johanna Frotscher (Hochschule Geisenheim) isoliert. Hochreines Wasser wurde durch das

Wassernachbehandlungssystem Purelab Classic (Elga; Celle) produziert.

5.1.2 Bakterienstamme

Fur die Durchfiihrung dieser Arbeit wurden folgende Bakterienstdmme verwendet
Escherichia coli NEB10beta (New England Biolabs; Frankfurt)
Escherichia coli DH5alpha (Invitrogen; Darmstadt)
Escherichia coli JIM109 (Promega; Mannheim)
Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS (Promega; Mannheim)

Escherichia coli Rosetta™ (DE3) pLysS (Merck; Darmstadt)

5.1.3 Vektoren

In dieser Arbeit wurde der Klonierungsvektor pGEM®-T Easy (Promega; Mannheim) verwendet. Alle
vorhandenen Gene wurden Uber Polymerasekettenreaktion (PCR) mit den Restriktionsschnittstellen
amplifiziert und Gber generierte A-Uberhdnge in den pGEM®-T Easy ligiert. Die Effizienz der
anschlieBenden Restriktion mit den Restriktionsenzymen ist im Vergleich zu der des einfachen PCR-

Produktes hoher.
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Abbildung 51: Vektorkarte von pGEMT® Easy. Die Darstellung wurde dem Herstellerhandbuch ,pGEM®-T and
pGEM®-T Easy Vector Systems* (www.promega.com; 8.07.2013) entnommen.

Fur die Expression der putativen Glykosyltransferasen aus V. vinifera wurden die Vektoren
pPET29a (+) (nur VVGT12 und VvGT13) (Merck; Darmstadt) und pGEX-4T-1 (GE Healthcare; Freiburg)
verwendet.

pET29a(+)

5,371 bp

Abbildung 52: Vektorkarte von pET29a (+). Die Darstellung erfolgte mit Geneious Pro 5.5.6. Die Markierung
der einzelnen Elemente wurde mithilfe der Herstellerangaben in der Abbildung farbig visualisiert.

g —GST (Variante) mit MCS
pPGEX-4T-1

4,969 bp

Abbildung 53: Vektorkarte von pGEX-4T-1. Die Darstellung erfolgte mit Geneious Pro 5.5.6. Die Markierung
der einzelnen Elemente wurde mithilfe der Herstellerangaben in der Abbildung farbig visualisiert
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5.1.4 DNA-Marker fur Agarosegele

Als GroRenstandard wurde der GeneRuler 1 kb DNA Ladder von ThermoFisher Scientific verwendet.

Es wurden 6 pL des Standards eingesetzt.
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Abbildung 54: Herstellerdarstellung des verwendeten Standards GeneRuler ™ 1kb DNA Ladder. Quelle:
http://www.thermoscientificbio.com/nucleic-acid-electrophoresis/generuler-1-kb-dna-ladder-250-to-10000-bp/
(5.07.2013)

5.1.5 Protein-Marker fur SDS-PAGE und Western Blot

Als GroRenstandard wurde der PageRuler Prestained Protein Ladder von ThermoFisher Scientific

verwendet. Es wurden 10 uL des Standards eingesetzt.

kDa

~250

Gel - Blot

Abbildung 55: Herstellerdarstellung der verwendeten Standards PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder. Quelle: http://www.thermoscientificbio.com/protein-electrophoresis/pageruler-plus-prestained-protein-
ladder/ (19.07.2013).

5.1.6 Antibiotika

Zur Selektion der rekombinanten E. coli-Stdmme und zur Verhinderung des Verlustes der Plasmide
wurden zu allen Medien entsprechend der Vektor-codierten Resistenzen Antibiotikum in den

folgenden Endkonzentrationen zugesetzt.
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Tabelle 13: Ubersicht Uiber die verwendeten Antibiotika.

Antibiotikum (Stammldsung) codierendes Plasmid Endkonzentration
Ampicillin (100 mg/ mL Wasser) pGEX-4T-1 100 pg/mL
Chloramphenicol (34 mg/ mL Ethanol) pLysS 22 pg/mL
Kanamycin (25 mg/ mL Wasser) pET29a (+) 100 pg/mL

5.1.7 Enzyme

Tabelle 14: Ubersicht der verwendeten Enzyme.

Enzym Enzymname Hersteller

DNA-Polymerase

Taq DNA-Plolymerase New England Biolabs

Phusion DNA-Polymerase ThermoFisher Scientific
Restriktionsenzyme

Notl (Fast Digest) ThermoFisher Scientific

Ndel (Fast Digest) ThermoFisher Scientific

BamHI (Fast Digest) ThermoFisher Scientific

Ncol (Fast Digest) ThermoFisher Scientific

Dpnl (Fast Digest) ThermoFisher Scientific
weitere Enzyme

T4 DNA Ligase ThermoFisher Scientific

T4 DNA Ligase Promega

Alkalische Phosphatase (Antikdrper-assoziiert)  Sigma Aldrich

5.1.8 Primer

Tabelle 15: Ubersicht der verwendeten Primer zur Klonierung von VvGT12 und VwGT13.

Primer zu Klonierung von VWGT12 und VvGT13 in pET29a (+)

Bezeichnung Sequenz (5°-3°)

VWGT13_fw_Ncol GTGCCACGCGGTTCCATGGCTTCACAGAATTG
VWGT13 rv_Notl GTGCTCGAGTGCGGCCGCTGTCTTGGTTTGAT
VWGT13fw_pET_Ncol GAGATATACCATGGCTTCACAGAATTGCGATCGGC
VVGT13rv_pET_Ndel GTGCTCGAGTGCGGCCGCTGTCTTGGTTTGATT
VWGT12fw_pET_Ndel GAGATATACATATGGCCTCCCACATGCAGCA
VWGT12rv_pET_Notl TGGTGCTCGAGTGCGGCCGCTACTATTTCT
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Tabelle 16: Ubersicht der verwendeten Primer zur Klonierung der Glykosyltransferasen.

Primer zu Klonierung der Glykosyltransferasen in pGEX-4T-1

Bezeichnung

Sequenz (5°-3°)

VWGT9_fw_BamHI
VVGT9 _rv_Noitl
VvGT10_fw_BamHI
VvGT10_rv_Noitl
VvGT11_fw_BamHI
VvGT11_rv_Notl
VWGT7_fw_BamHI
VWGT7_fw_BamHI_6e
VVGT7_rv_Notl
VWGT8_fw_BamHI
VvGT8_rv_Notl
VWGT15_BamHI_fw
VvGT15_Notl_rv
VvGT14_BamHI_fw
VvGT14 Notl_rv

CGCGGATCCATGGGGTCTGAATCAAAGCTAGTCC
GCTTTTCCTTTTTGCGGCCGCTCAAATTTTCTTTG
CGCGGATCCATGGGTTCTGAATCAAAGCTAGTTC
GCTTTTCCTTTTTGCGGCCGCTCAAATTTTGTTTG
CGCGGATCCATGGGATCTGAATCAAAGCTAGTTC
GCTTTTCCTTTTTGCGGCCGCTTAAATTTTTG
CGCGGATCCATGGAGAGTGTTGTCTTGTATCCATCACC
CGCGGATCCATGGGGAGTGTTGTCTTGTATCCATCACC
TTGCGGCCGCTCATCCTGGCCTCCATGACTTGACCAG
CAGGGATCCATGGGGTCTCCGCATTTCCTCC
CTTTTTGCGGCCGCTCATGAACCAATGGACTCG
CGCGGATCCATGCCGAGGAGAGTGGTAC
GCTTTTCCTTTTGCGGCCGCCTAGAATGAAGAG
CGCGGATCCATGGGTTCCATGGAGAAGCC
TTTTCCTTTTGCGGCCGCCTAGAGAAGCACTTGTTC

Tabelle 17: Ubersicht der verwendeten Primer fur die zielgerichtete Mutagenese.

Primer flr die zielgerichtete Mutagenese von VvGT7i und VvGT7j

Bezeichnung

Sequenz (5°-3°)

VWGT7_Ala-Pro_FW
VWGT7_Ala-Pro_RV
VWGT7_Leu-lle-fw
VWGT7_Leu-lle-rv
WGT7_Val-Leu-fw
VVGT7_Val-Leu-rv

GGGTAGTGCGGAGCCCACCCTCCAAGGACCCG
CGCCTGCTCGGGTCCTTGGAGGGTGGGCTCCG
CACTTGCCAAGATCAGCTGGAATCATTGTGAACAACTTTGAAGCG
GCTCTTGGTTCCAGCGCTTCAAAGGTGTTCACAATGATTCCAGCTG
GTACCGGCCTCTGACATGGCGAAGCCGATACTTGACAGGGAGG
CTCATAAGCCTTATCCTCCCTGTCAAGTATCGGCTTCGCCATG

5.1.9 Kommerzielle Kits

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende kommerzielle Kits verwendet:

Isolation von Plasmid-DNA:

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega; Mannheim)

Isolation von DNA aus einem Agarosegel:

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel; Diiren)

pGEM®- T Easy System:

pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega; Mannheim)
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5.1.10 Puffer und Medien

Fur alle Puffer und Medien wurde entweder entionisiertes VE-Wasser oder hochreines Wasser (MQ-
Wasser) verwendet.

Tabelle 18: Ubersicht der verwendeten Puffer und Medien.

Bezeichnung Zusammensetzung
Standardpuffer
Tris HCI Puffer (100 mM) Tris-Base 12,114 g/L

(pH zwischen 7,0 und 9,5)
mit VE- Wasser auf das gewiinschte Volumen aufflllen
pH mit HCI einstellen

Alle Puffer, die bei einem Enzymassay zum Einsatz kamen
enthielten zusatzlich noch 10 mM B-Mercaptoethanol

Puffer fir pH-Reihe

Zitronensaure Puffer Stammldésung A 0,1 M Zitronensaure
(pH 2,0 bis 6,0) Stammldsung B 0,1 M Natriumcitrat
(Lundblad and Macdonald, 2010)

Stammlésung A und B werden in einem festgeschriebenen
Verhéltnis miteinander vermischt, um den gewinschten pH-
Wert zu erreichen.

Tris HCI Puffer Tris-Base 12,114 g/L
(pH 6,0 bis 10,0)
Der pH wird durch die Zugabe von HCI eingestellit.

Glycin-NaOH Puffer Stammldésung A 0,2 M Glycin
(pH 9,0 bis 12,5) Stammldsung B 0,2 M NaOH

Stammlésung A und B werden in einem festgeschriebenen
Verhéltnis miteinander vermischt, um den gewtnschten pH-
Wert zu erreichen.

Kultivierung von E. coli

LB-Medium NacCl 10g/L
(Bertani, 1951) Hefeextrakt 5g/L
Pepton/Trypton 10g/L

mit VE-Wasser auffilllen
autoklavieren

LB-Agar NaCl 10 g/L
Hefeextrakt 5¢g/L
Pepton/Trypton 10 g/L
Agar 15¢g/L

mit VE-Wasser auffillen

autoklavieren
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Fortsetzung Tabelle 18: Ubersicht der verwendeten Puffer und Medien.

Bezeichnung Zusammensetzung

SOC-Medium (pH 7,0) NaCl 0,5¢g/L
Hefeextrakt 5¢g/L
Pepton/Trypton 20 g/L
KCI-L6sung (250 mM) 2,5mM
mit VE-Wasser auffiillen
pH mit NaOH einstellen
autoklavieren
Glukose-Ldsung (20%) 1,8 mL/L
MgCl,-Losung (2M) 5 mL/L

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalaktosid) Stammldsung 238 mg/mL Wasser
Endkonzentration 0,2 mg/mL

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl- ~ Stammldsung 20 mg/L DMSO

-D-galaktopyranosid

B-D-g Py ) Endkonzentration 40 pg/mL Medium

Herstellung chemokompetenter E. coli Zellen

RF1 Puffer RbClI 100 mM
MnCl,-4 H,O 50 mM
C2H3K02 30 mM
CaC|2'6 H,O 10 mM
Glycerol 15%
pH mit 0,2 M Essigsaure auf 5,8 einstellen
steril filtrieren

RF2 Puffer RbCI 10 mM
CaC|2'6 H,O 75 mM
MOPS 10 mM
Glycerol 15%
pH mit NaOH auf 7,0 einstellen
steril filtrieren

Langzeitlagerung von Organismen als Cryostock

Glycerin fir Cryostocks (pH 8,0) Glycerin 65 mL/L

(Mulhardt, 2010) MgSO, 1,2 g/lL
Tris-Base 0,3 g/L
mit MQ-Wasser auffiillen und pH mit HCI einstellen
autoklavieren

SDS-PAGE und Western Blot

Bradford-Ldsung Coomassie Brilliant Blue G250 100 mg/L
Ethanol 50 mL/L

mit MQ-Wasser auf 1 L auffiillen
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Fortsetzung Tabelle 18: Ubersicht der verwendeten Puffer und Medien.

Bezeichnung Zusammensetzung
Auftragepuffer (5-fach) (Laemmli Tris HCI Puffer (1M, pH 6,8) 31,2mL
Puffer) Glycin 50,5 mL
(Laemmli et al., 1970) SDS 109
Spatelspitze Bromphenolblau
mit VE-Wasser auf 100 mL auffillen
1M DTT vor Benutzung hinzufiigen 0,1M
1M DTT-L6sung DTT 154 mg
(Dithiotreitol)
in ImL VE-Wasser ldsen
APS-L0Osung Ammoniumpersulfat 10%
Colloidal Coomassie Farbelésung Al (SO4)3'16 H,O 50g/L
in MQ-Wasser losen
Ethanol 100 mL/L
Coomassie Brilliant Blue G250 0,2g/L
H3;PO, 25 mL/L
mit MQ- Wasser aufftillen
Fixierldsung (Silberfarbung) Ethanol 400 mL/L
Essigsaure 100 mL/L
mit MQ-Wasser auf 1 L auffiillen
Wash-L6sung (Silberfarbung) Ethanol 300 mL/L
mit MQ-Wasser auf 1 L auffillen
Thiosulfat-Losung (Silberfarbung) Na,S,03 20 mg/100 L

mit MQ-Wasser auf 100 mL auffiillen

Silbernitrat-Losung (Silberfarbung)

AgNO3

mit MQ-Wasser auf 100 mL auffillen

200 mg/100 L

Entwicklerlésung (Silberfarbung)

Na,CO;
Formaldehydlésung (37 %)
Na,S,03

mit MQ-Wasser auf 100 mL auffillen

3 mg/100 mL
50 pL/200 mL
0,4 mg/100 mL

Stopp-Losung (Silberfarbung) Glycin 5g/L
mit MQ-Wasser auf das gewiinschte Volumen auffillen

10-fach Oberpuffer Tris-Base 30g/L
Glycin 144 g/L
SDS 10 g/L

mit VE-Wasser auf 1 L auffillen
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Fortsetzung Tabelle 18: Ubersicht der verwendeten Puffer und Medien.

Bezeichnung Zusammensetzung

Semidry-Blotting Puffer Tris-Base 3g/L
Glycin 15 g/L
Methanol 200 mL/L

Washing Puffer Tris-Base 2,42 g/L
NaCl 8,18 g/L
Tween 20 1 mL/L

Detection Puffer Tris-Base 100 mM
NacCl 100 mM
MgClI2 3 mM

BCIP (Dinatriumsalz)

Brom-4-chlor-indolylphosphat

5% (w/v) in MQ-Wasser

NBT

Nitroblautetrazoliumchlorid

5% (w/v) in 70% DMF

Proteinaufreinigung

10-fach GST-Wash/Bind Puffer

Na,HPO, 1,22 g/200 mL
KH,PO, 0,4 g/200 mL
NaCl 16,1 g/200 mL
KCI 0,4 g/200 mL

mit VE-Wasser auf 200 mL auffillen

dem 1-fach GST/Wash Puffer wird 10 mM B-Mercaptoethan
hinzugeflgt

ol

10-fach GST Elution Puffer

reduziertes Glutathion
Tris HCI Puffer (1 M; pH 8,0)

0,154 g/5 mL
2,5 mL/5 mL

mit VE-Wasser auf 5 mL aufftillen
Lagerung bei -20 °C

8-fach His Bind Puffer

Tris-Base 9,69 g/500 mL
NacCl 116,88 g/500 mL
Imidazol 1,36 g/500 mL

pH auf 7,5 einstellen
mit VE-Wasser auf 500 mL auffillen

8-fach His Wash Puffer

Tris-Base 9,69 g/500 mL
NaCl 116,88 g/500 mL
Imidazol 16,33 g/500 mL

pH auf 7,5 einstellen
mit VE-Wasser auf 500 mL auffillen

4-fach His Elution Puffer

Tris-Base 4,84 g/500 mL
NaCl 58,44 g/500 mL
Imidazol 136,16,33 g/500 mL

pH auf 7,5 einstellen
mit VE-Wasser auf 500 mL auffullen
Lagerung bei 4 °C
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Fortsetzung Tabelle 18: Ubersicht der verwendeten Puffer und Medien.

Bezeichnung Zusammensetzung

NiCl-Lésung NiCl

pH auf 6,0 mit HCI einstellen

0,2M

PMSF (100 mM) Phenylmethylsulfonylfluorid

Lagerung bei -20 °C

0,17 g/ 10 mL Methanol

20 % Ethanol Ethanol 200 mL/L
mit VE-Wasser auf 1 L auffillen

Agarosegelelektrophorese

50-fach TAE Puffer (pH 8,0) Tris-Base 242 g/L
Essigsaure 57,1 mL/L
EDTA (0,5 M) 100 mL/L

mit VE-Wasser auf 1 Liter auffillen und pH einstellen

10-fach Ladepuffer (Orange-Dye) Orange G
(pH 8,0) EDTA
Glycerin

0,21 %
0,1M
50 %

in RNase- und DNase-freiem Wasser I6sen und pH einstellen

5.2 Software und Internetressourcen
Bioinformatische Software

Geneious Pro 5.5.6 (www.genious.com)
VectorNTI (Testversion)

DNA STAR-Software Version 5.0 (Testversion)
Yasara View (Version 12.6.3)

PyMOL 1.2r1 (Delano Scientific Ltd.)

ChemDraw (Testversion)

Internetressourcen

SWISS Model (http://swissmodel.expasy.org/)
BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cg

RING - Residue Interaction Network Generator Version 1.4

(http://protein.bio.unipd.it/ring/)

HotSpot Wizard 1.7 (http://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard/)
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5.3 Gerate

Tabelle 19: Ubersicht der verwendeten Geréte.

Gerat

Bezeichnung und Hersteller

Kultivierung von E. coli und Zellauschluss

Schuttelinkubator
Zentrifugen

Reagenzglasschuttler
Spektralphotometer
Inkubator

sterile Werkbank
Wasserbad
Ultraschallsonde
Horizontalschiittler

GFL3032 und 3033 (Gesellschaft fir Labortechnik;Burgwedel)

Sigma K415 (Sigma, Osterode)

Sigma 1-14(Sigma, Osterode)

Sigma 2K15 (Sigma, Osterode)

Eppendorf 5415R (Eppendorf AG, Hamburg)

Eppendorf MiniSpin (Eppendorf AG, Hamburg)

Vortex-Genie® 2 (Scientific Industries, Inc, Bohemia, New York, USA)
Nicolet evolution 100 (Thermo, Cambridge, England)

Forma Steri-Cycle CO2 Incubator (Thermo, Cambridge, England)
Hera Safe (Heraeus Holding GmbH, Hanau)

Julabo HC5/ 7 (JULABO GmbH, Seelbach)

Bandelin UW2070/HD2070 (Bandelin Electronic GmbH Co. KG, Berlin)
Shaker DOS-10L (neoLab, Heidelberg)

Molekularbiologisches Arbeiten

Waagen

Agarosegel-Laufkammer

UV-Transilluminator

Spannungsquelle

PCR-Maschinen

SCALTEC SPB61 (SCALTEC Instruments GmbH, Heiligenstadt)
TP 214 (Denver Instrument, Bohemia, New York, USA)

Scout Pro SP U 4001 (Ohaus, Pine Brook, New Jersey, USA)
Elektrophoresekammer MIDI (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Elektrophoresekammer MAXI (neoLab, Heidelberg)

G:BoX (Syngene, Cambridge, England)

Consort E835 (Consort nv, Turnhout, Belgien)

Consort CV245(Consort nv, Turnhout, Belgien)

BioRad PowerPac 200 (BioRad; Hercules, California, USA)
Primus 96 advanced (Peglab Biotechnoloie, Erlangen)
SensoQuest labcycler (SensoQuest GmbH, Géttingen)

Biochemisches Arbeiten

SDS-PAGE-Kammer

Blotter
Orbitalschittler

Rotationsinkubator
Thermoblock
Vakuum-Zentrifuge
Kihlthermostat

Autoradiograph

Flissigszintillationszahler

MINI-Vertikal Elektrophoresesystem (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe)

Semi Dry Blotter (biostep GmbH, Jahnsdorf)

Orbitalshaker Polymax 1040 (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach)

Labinco Rotary Mixer L26 (Labinco BV, Breda, Niederlande)
Thermomixer® comfort (Eppendorf AG, Hamburg)
Christ RVC 2-18 (Christ, Ostrode)

Lauda RM6 (LAUDA DR. R. WOBSER GMBH & CO. KG, Lauda-
Konigshofen)

Digital Autoradiograph (EG & G Berthold, Milton Keynes, England)
DAR Signal Analyzer (EG & G Berthold, Milton Keynes, England)

Tri-Carb2800TR (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Shelton,
Connecticut, USA)

Sonstige Gerate

pH-Meter
Wasseraufbereitungsanlage

CG 820 (Schott Gerate GmbH, Mainz)
PureLab Classic (Elga Labwater; Celle)
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5.4 Methoden

5.4.1 Mikrobiologische Arbeitsmethoden
5.4.1.1 Anlegen von Glycerolkulturen zur Langzeitlagerung

Die Langzeitlagerung von rekombinanten Organismen erfolgte bei -80°C. Hierflr wurden 700 uL einer
Ubernachtkultur mit 700 pL sterilem Glycerol fiir Cryostocks (Mulhardt, 2010) gemischt und

eingefroren.
5.4.1.2 Herstellung von Ubernachtkulturen

Ubernachtkulturen dienen dem Animpfen von Kultivierungsansétzen oder der Gewinnung von
Zellmaterial fiir eine Plasmidisolation. Fir eine Ubernachtkultur wurde steriles Medium in einem
Kulturréhrchen mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt und mit jeweils einer Einzelkolonie von
einer Anzuchtplatte angeimpft. Die Inokulation erfolgte mittels einer sterilen Pipettenspitze. Die

Kulturen wurden tGber Nacht bei 150 rpm im Inkubator bei 37 °C inkubiert.
5.4.1.3 Herstellung chemokompetenter Zellen (Rubidiumchlorid- (RbCl-) Methode)

Die Herstellung chemokompetenter E. coli Zellen erfolgte nach der Rubidiumchlorid-Methode
(Hanahan, 1983). Dafiir wurden zundchst 200 mL LB-Medium mit einer Ubernachtkultur des
entsprechenden Stammes angeimpft und bei 37 °C bis zum Erreichen einer ODggonm (Optischen Dichte
bei einer Wellenlange von 600 nm) von 0,5 angezogen. AnschlieBend wurde die Bakterienkultur auf
Eis abgekuhlt und daraufhin bei 4 °C und 4000 rpm fir 20 Minuten zentrifugiert. Das erhaltene
Zellpellet wurde in 30 mL vorgekuhltem RF1 Puffer aufgenommen und auf Eis fir mindestens 15
Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde erneut zentrifugiert (4000 rpm, 20 Minuten, 4 °C), das
Zellpellet in 8 mL eiskaltem RF2 Puffer resuspendiert und jeweils 50 pL aliquotiert. Die Aliquots

wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
5.4.1.4 Hitzeschock-Transformation chemokompetenter E. coli-Zellen

Fur die Transformation durch Hitzeschock wurden 50 uL chemokompetenter Zellen auf Eis aufgetaut,
mit 1,5 pL Vektor-DNA bzw. 5 pL Ligationsansatz versetzt und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieRend erfolgte der Hitzeschock im Wasserbad bei 42 °C fir 45 Sekunden. Daraufhin wurden
die Zellen erneut auf Eis fur 2 Minuten abgekihlt und mit 200 pL SOC-Medium versetzt, um dann bei
37 °C fur eine Stunde inkubiert zu werden.

Nach der Inkubation wurde das Zellpellet durch kurzes Zentrifugieren gewonnen, der Uberstand grob
verworfen und das Pellet im restlichen Medium resuspendiert. Zur Selektion der transformierten Zellen
wurde die Zellsuspension auf eine LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert
und tber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
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5.4.1.5 Kultivierung und Proteinexpression

Die Expression der UGT aus V. vinifera erfolgte in dem E. coli Stamm BL21 (DE3) pLysS, wobei die
genetische Information fir die jeweilige GT mit N-terminalen GST-Tag auf dem Plasmid pGEX-4T-1
vorlag. Der Expressionsstamm BL21 (DE3) pLysS besitzt das Plasmid pLysS, welches die vorzeitige
basale Expression des heterolog zu exprimierenden und putative toxischen Fremdgens verhindert. Die
Proteinexpression wird durch die Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Fir die Kultivierung wurden wenn
moglich 2 L-Erlenmeyerkolben mit Schikanen verwendet, weil diese eine effiziente Versorgung der
Zellen mit Sauerstoff gewahrleisten.

Zur heterologen Proteinexpression wurde ein Kultivierungsvolumen von 1 L LB-Medium verwendet.
Hierfur wurde die Hauptkultur mit 50 mL Ubernachtkultur inokuliert und bis zum Erreichen einer
ODgoonm Von 0,6 bis 0,8 bei 37 °C und 1500 rpm inkubiert. Vor der Induktion mit IPTG
(Endkonzentration 1 mM) wurde die Kultivierung auf 16 °C abgekuhlt und anschlieRend tber Nacht fir
20 bis 24 Stunden bei 16 °C und 160 rpm geschittelt. Am Ende der Kultivierungsdauer wurden die
Zellen mittels Zentrifugation fur 10 Minuten bei 4000 rpm und 4 °C pelletiert und mit GST-Bind/Wash
Puffer gewaschen. Das resuspendierte Zellpelltet wurde abhangig von der Proteinexpression der
jeweiligen GT in zwei bis sechs 50 mL Falkons Uberfihrt und die nach erneuter Zentrifugation
gewonnenen Pellets bei -80 °C bis zur Verwendung eingefroren.

Die Kultivierung und Expression der ersten UGT VvGT12- und VvGT13-Varianten wurden zudem mit
C-terminalen His-Tag exprimiert. Hierbei lag die genetische Information fur die UGT auf dem Plasmid
pET29a (+). Aufgrund der niedrigen Expressionsrate dieser Fusionsproteine wurden dies Enzyme

sowie alle weiteren UGT nur als GST-Fusionsprotein exprimiert und charakterisiert.
5.4.1.6 Zellaufschluss von E. coli- Zellen

Die bei -80 °C gelagerten Zellpellets wurde in GST-Bind/Wash Puffer oder im His-Binding Puffer
resuspendiert und mit 1 mM PMSF, welches in Methanol geldst vorlag, versetzt. PMSF hemmt
irreversibel die bei dem Zellaufschluss unter anderem freigesetzten Serinproteasen. Diese kdnnen
zum Abbau des heterolog exprimierten Proteins fihren (Gold and Fahrney, 1964). Hierbei ist zu
beachten, dass PMSF in wassrigen Losungen schnell degradiert und somit erst unmittelbar vor der
Zelllyse der Zellsuspension zugesetzt wird. Die Zelldisruption erfolgt mithilfe von Ultraschall. Hierbei
werden die Zellen durch pulsierende Ultraschallwellen (Gerateeinstellung: Leistung: 50 %, 5 Zyklen,
10 bis 20 Minuten) zerstort. Abhangig vom Zellpellet wurde der unter Eiskilhlung durchgefiihrte
Vorgang zwei- bis dreimal wiederholt. Die Zelltrummer wurden anschlieend durch Zentrifugation bei
13500 rpm und 4 °C fur 20 Minuten pelletiert. Der Proteinrohextrakt wurde anschlieRend Uber

Affinitdtschromatographie aufgearbeitet.
5.4.1.7 Glutathion-S-Transferase (GST)- Affinitatschromatographie

Das exprimierte GST-Fusionsprotein wurde aus dem Zelllysat mittels manueller GST-
Affinitditschromatographie aufgereinigt. Hierfir wurde GST-Binding Resin (Novagen) verwendet.
Dieses stellt ein pordses Material dar, welches an der Oberflache mit Glutathion verknipft ist, woran

der GST-Tag gebunden wird. Die gezielte Elution erfolgt durch die Zugabe von reduziertem
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Glutathion, welches eine hdéhere Affinitait zu dem GST-Tag besitzt als das Resin-gebundene
Glutathion.

Fur die Aufreinigung wird das Zelllysat auf die Saule geladen und fir mindestens eine Stunde bei 4 °C
invertiert. Nach der Inkubation wurde der Durchfluss verworfen und das Resin zweimal mit 5 bis 10 mL
GST Wash/Bind Puffer gewaschen. Zur Elution des Zielproteins wurde die S&aule mit 300 pL GST-
Elution Puffer versetzt und fir mindestens 5 Minuten inkubiert. Der Elutionsschritt wurde zweimal mit
500 pL Puffer wiederholt. Die drei Eluate wurden vereinigt und bis zur Verwendung am selben Tag auf

Eis gelagert.
5.4.1.8 His-Tag- Affinitdtschromatographie

Die  rekombinanten UGT mit C-terminalem His-Tag wurden  mithife  manueller
Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Die Bindung erfolgte Uber Nickel-haltiges IMAC Resin
(BioRad). Der Hisg-Tag bindet reversibel an das chelatisierte Nickel. Die Elution des Fusionsproeins
erfolgt durch die kompetitive Zugabe von Imidazol.

Nach dem Zellaufschluss wird der Proteinrohextrakt auf die Saule geladen und fir mindestens eine
Stunde bei 4 °C invertiert. AnschlieRend wurde der Durchfluss verworfen und das Resin zweimal mit 5
bis 10 mL His-Wash Puffer gewaschen. Zur Elution des Zielproteins wurde die Saule mit 400 pL His-
Elution Puffer versetzt und fir mindestens 5 Minuten inkubiert. Der Elutionsschritt wurde zweimal mit
400 pL Puffer wiederholt. Die drei Eluate wurden vereinigt. Das eluierte Protein wurde aufgrund der
eventuellen Enzymaktivitat-hemmenden Wirkung hoher Imidazolkonzentrationen im Elutionspuffer
Uber Konzentratorsaulen entsalzt und aufkonzentriert. Hierbei wurden die Bestandteile, die kleiner als
die Membranporen des Konzentrators waren, durch die Zentrifugalkraft in einen Durchlaufbehalter
transportiert, wahrend die gro3eren Bestandteile wie das Zielprotein im oberen Teil des Konzentrators

verblieben. Somit konnten gezielt Pufferkomponenten entfernt und das Volumen verringert werden.
5.4.2 Molekularbiologische Methoden
5.4.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte mit dem Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega). Hierfiir wurde ein Zellpellet einer 5 mL-Ubernacht-Kultur verwendet. Die Isolierung

wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt.
5.4.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifikation der Glykosyltransferase-Gene

Die Gene der UGT wurden von Johanna Frotscher (Hochschule Geisenheim) zur Verfligung gestellt.
Fur die Ligation der Gene in den Expressionsvektor pGEX-4T-1 wurden zwei
Restriktionserkennungssequenzen aus der multiplen Klonierungssequenz (MCS) von pGEX-4T-1
ausgewabhlt, die nicht in der Gensequenz der UGT vorhanden waren. Fur alle UGT-Gene wurden die
Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme BamHI und Notl verwendet. Die Erkennungssequenzen der
Restriktionsenzyme wurden mithilfe von Oligonukleotiden (Primern), die das Gen flankieren, an das 5°-
und 3‘-Ende der Gensequenz angebracht. Fiur die Amplifikation wurde die DNA-Polymerase Phusion

verwendet, die eine Korrektur-Lesefunktion (proof-reading) besitzt und fir die DNA-Synthese entlang
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eines DNA-Matrizenstranges (DNA-Template) 15 bis 30 Sekunden fiir 1000 Basenpaare (bp) bendtigt.
Die PCR mit der Phusion DNA-Polymerase beginnt zunéchst mit einer Initialtemperatur von 98 °C fir
10 Minuten, bei der die DNA denaturiert wird und als Einzelstrang vorliegt. Die Vervielfaltigung der
DNA erfolgt in drei Schritten, die in zyklischer Abfolge 30- bis 35-mal wiederholt werden. Der Zyklus
beginnt zunachst mit einem DNA-Denaturierungsschritt fur 30 Sekunden bei 98 °C. Im zweiten Schritt
wird die Temperatur fur finf Sekunden auf eine Primer-abhéngige Anlagerungstemperatur (Annealing-
Temperatur) herabgesenkt. Hierbei lagern sich die Primer sequenzspezifisch an die Einzelstrang-DNA
an. Die Annealing-Temperatur lag zwischen 65 und 70°C und dauerte 30 Sekunden.Im
anschlieBenden Elongationsschritt wird die Temperatur auf 72 °C erhoht. Die Phusion DNA-
Polymerase besitzt bei dieser Temperatur ihr Aktivitatsoptimum. Aufgrund der vom Hersteller
angegebenen DNA-Synthesezeit und der durchschnittlichen Genlange der UGT von 1500 bp, wurde
die Elongationszeit auf 45 Sekunden festgelegt. Die DNA-Polymerase verlangert die DNA ausgehend
vom freien 3“-DNA-Ende der Primer entlang des Einzelstranges gemafR der komplementéren
Basenpaarung. Im Anschluss an die Amplifikationszyklen folgt ein finaler Elongationsschritt (72 °C fir
10 Minuten) und ein Lagerungsschritt bei 4 °C. Die Amplifikation wurde anschlieBend mithilfe eines
Agarosegels verifiziert und das Amplifikat der erwarteten Grof3e aus dem Gel aufgereinigt.

Tabelle 20: Ubersicht der Schritte einer PCR.

Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 98 °C 10 Minuten 1
Denaturierung 98 °C 5 Sekunden

Annealing 65-70 °C 30 Sekunden 30-35
Elongation 72 °C 45 Sekunden

Finale Elongation 72 °C 10 Minuten 1
Lagerung 4°C unbegrenzt 1

Tabelle 21: Allgemeine Zusammensetzung einer PCR.

Komponente Menge (Einfachansatz; Gesamtvolumen: 20 pL)
5-fach GC oder HF Puffer 4 uL

dNTPs (10 mM Stammlésung) 0,4 uL

forward Primer (10 pM Stammlésung) 0,5 pL

reverse Primer (10 uM Stammldsung) 0,5 pL

Dimethylsulfoxid (DMSO) 0,6 pL

DNA-Template 0,5 pL

Phusion DNA-Polymerase 0,2 pL

Wasser 13,3 puL

5.4.2.3 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Die analytische Auftrennung von DNA erfolgte in 1%iger Agarosegelen im elektrischen Feld bei 130 V.
Fur die Herstellung der Agarosegele wurde die Agarose in 1-fach TAE Puffer durch Aufkochen geldst
und nach kurzem Abklhlen mit Ethidiumbromid (4 uL/80 mL Agaroselésung) versetzt. Die flissige

Agarose wurde auf einen Geltrdger gegossen und anschlielend ein Kamm eingesetzt, um die
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Geltaschen zu formen. Die DNA-Proben wurden im Verhdltnis 1:5 mit 5-fach Gel-Ladepuffer versetzt
und die entsprechende Menge in die Taschen pipettiert. Als Referenz fir die DNA-Fragmentlange
diente der GeneRuler™ 1kb (ThermoFisher Scientific), von dem 10 pL verwendet wurden. Die

Visualisierung erfolgte in einer Geldokumentationskammer mithilfe eines UV-Transilluminators.
5.4.2.4 Isolierung und Aufreinigung von DNA aus einem Agarosegel

Die Aufreinigung von PCR-Produkten und mit Restriktionsenzymen geschnittener DNA aus einem
Agarosegel erfolgte unter Verwendung des Kits NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel). Die entsprechenden Banden wurden unter kurzer UV-Beleuchtung aus dem Gel mithilfe eines

Skalpells ausgeschnitten und gemar den Herstellerangaben weiter bearbeitet.
5.4.2.5 Generierung eines A-Uberhanges an ein PCR-Produkt

Die Restriktion eines PCR-Produktes an den 5'- und 3-Enden eingefiigten Erkennungssequenzen
verlief meist unvollstandig, weil die Restriktionsenzyme eine ausgepragte DNA-Umgebung fiir eine
effiziente Anlagerung an die Schnittsequenz benétigen. Aus diesem Grund wurde das generierte
aufgereinigte PCR-Produkt in einen Zwischenvektor, den pGEM®-T Easy (Promega), ligiert. Dieser
lineare Vektor besitzt T-Uberhdnge. Um das Amplifikat in den Zwischenvektor zu ligieren, muss dieses
A-Uberhénge besitzen. Diese werden durch eine zusétzliche Inkubation des aufgereinigten PCR-
Produktes mit Desoxyadenosintriphosphat (dATP) und der Tag-DNA-Polymerase generiert. Diese
DNA-Polymerase besitzt die Eigenschaft, dATP an das freie 5-Ende anzukniipfen und somit einen A-
Uberhang zu bilden, welcher dann mit dem T-Uberhang des pGEM®-T Easy iiber komplementare
Basenpaarung interagieren kann. Die Integration des PCR-Produktes in den Zwischenvektor kann

Uber Blau-Weil3-Selektion Gberprift werden.
5.4.2.6 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Die gezielte Spaltung von DNA erfolgte mithilfe von Restriktionsenzymen, die spezifische
Erkennungssequenzen erkennen und an diesen spalten. Fur die Klonierung der UGT-Gene wurden
die beiden Restriktionsenzyme BamHI und Notl verwendet. Beide Enzyme wurden als FastDigest-
Variante (ThermoFisher Scientific) eingesetzt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fur mindestens eine
Stunde. Die Restriktion wurde im Anschluss durch die Auftragung auf ein Agarosegel Uberprift und

die entsprechenden Restriktionsprodukte aus dem Gel aufgereinigt.

Tabelle 22: Zusammensetzung eines Restriktionsansatzes von DNA mit Restriktionsenzymen.

Komponente Menge (Gesamtvolumen: 15 pL)
10-fach FastDigest Puffer 1,5 L
Restriktionsenzym je 1,75 pL

DNA (PCR-Produkt, Plasmid) 10 pL

Die Restriktion von DNA diente zudem im Folgenden der Kontrolle der Ligation des PCR-Produktes in
den Vektor. Die Gene VvGT12 und VvGT13 wurden zudem in den pET29a (+)-Vektor uber die
Schnittstellen Ndel und Notl bzw. Ncol und Ndel integriert. Die exprimierten Proteine von VvGT12 und

VvGT13 besalen eine C-terminalen Hisg-Tag.

82



Material und Methoden

5.4.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Verknupfung von DNA-Fragmenten erfolgte mithilfe der T4-Ligase (ThermoFisher Scientific).
Hierbei lagern sich die durch die Restriktion entstandenen klebrigen Enden (sticky ends) der DNA-
Fragmente zusammen, wobei die Ligase die Enden durch die Bildung einer Phosphodiester-Bindung
miteinander verknlpft. Fir den Ligationsansatz wurden das geschnittene Plasmid und Insert (PCR-
Produkt) in Volumenverhéltnis 1:3 miteinander gemischt und mit der Ligase und dem Ligationspuffer
versetzt. Die Ligation erfolgte bei 4 °C lber Nacht. Bei der Durchflihrung einer Ligation wurden stets
Kontrollen mit nur ungeschnittenem Plasmid, mit nur geschnittenem Plasmid und mit Wasser
angefertigt.

Tabelle 23: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes zur Integration eines Inserts in einen Vektor.

Ligation (Gesamtvolumen: 10 uL)

Komponente
reguldrer Ansatz  Positivkontrolle Negativkontrolle Wasserkontrolle

10-fach Ligationspuffer 1L 1L 1pL 1L

T4 Ligase 1L 1L 1pL 1L
geschnittenes Plasmid 2 uL - - -
geschnittenes Insert 6 uL - 1L -
ungeschnittenes Plasmid - 1uL - -
Wasser - 7 uL 7 uL 8 uL

Nach der Inkubation Uber Nacht wurde der gesamte Ligationsansatz in chemokompetente E. coli

NEB10beta-Zellen transformiert.
5.4.2.8 Durchfiuhrung einer Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR dient der Uberpriifung der Anwesenheit des gewiinschten Plasmides in den
Transformanten durch die Amplifikation des Inserts mit spezifischen Primer. Hierflir wurden die Zellen
direkt von der Agarplatte mit einer Pipettenspitze abgenommen, in einem PCR-Reaktionsgefald
manuell zerrieben und die Zellen auf einer neuen Agarplatte erneut ausgestrichen. Durch die
Zerstorung der Zellen wird das Plasmid freigesetzt und dient in der anschlieRenden PCR als
Template. Die Uberpriifung der Kolonie-PCR erfolgt iiber Agarosegelelektrophorese. Bei der Kolonie-
PCR wird anstelle der Phusion DNA-Polymerase die Tag DNA-Polymerase (New England Biolabs)

verwendet, weil eine Korrektur-Lesefunktion nicht notwendig ist.

Tabelle 24: Zusammensetzung der einzelnen Komponenten einer Kolonie-PCR.

Komponente Menge (Einfachansatz; Gesamtvolumen: 20,2 pL)
10-fach ThermoPol Puffer 2 pL

dNTPs (10 mM Stammlésung) 1L

forward Primer (10 uM Stammlésung) 1uL

reverse Primer (10 pM Stammldsung) 1uL

DNA-Template zerstorte Zellen

Taq DNA-Polymerase 0,2 uL

Wasser 15 L
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Tabelle 25: Ubersicht des Programmes einer Kolonie-PCR.

Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 2 Minuten 1
Denaturierung 95 °C 30 Sekunden

Annealing 52°C 1,5 Minuten 25-30
Elongation 70 °C 1,5 Minuten

Finale Elongation 70 °C 5 Minuten 1
Lagerung 4-°C unbegrenzt 1

5.4.2.9 Zielgerichtete Mutagenese der Glykosyltransferasegene

Bei der zielgerichteten Mutagenese werden mithilfe spezifisch konstruierter Primer Basenaustausche
hervorgerufen, die in der Folge eine Aminosaureverdnderung erzeugen. Die Konstruktion der Primer
und die Durchfiihrung der PCR wurde gemall dem QuikChange-Protokoll (Stratagene) durchgefiihrt.

Zur Uberprifung der DNA-Sequenz wurden die entsprechenden Bereiche sequenziert.
5.4.2.10 Sequenzierung von DNA

Zur Kontrolle der Gensequenz von Ligationsprodukten und mutagenisierten Sequenzen wurde das
Plasmid isoliert und zur Sequenzierung eingeschickt (Microsynth, MWG). Fir die Sequenzierung

wurden Vektor-spezifische Primer verwendet, die bei den Firmen bereits vorlagen.
5.4.3 Biochemische Methoden
5.4.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mithilfe der von M. Bradford entwickelten Methode
(Bradford, 1976). Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass der Farbstoff Coomassie Brilliant
Blue G-250 an die Proteine bindet und sich somit das Absorptionsmaximum von 495 nm auf 595 nm
verschiebt. Die Absorption bei einer Wellenlange von 595 nm ist somit proportional zur Proteinmenge.
Fir die Messung wurden 100 pyL der entsprechend verdinnten Proben mit 1 mL Bradfordlésung
gemischt und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption der Ldsung wurde
anschlielend bei 595 nm gemessen. Fir jede neue Bradfordlésung wurde eine Kalibriergerade mit

Rinderserumalbumin als Standard verwendet.
5.4.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld
nach ihrem Molekulargewicht. Dabei lagert sich das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat
(SDS) an die Hitze-denaturierten Proteine an, so dass diese eine negative Nettoladung tragen und
sich im elektrischen Feld zur Anode bewegen. Da die Zahl der assoziierten SDS-Molekille proportional
zum Molekulargewicht ist, trennen sich die Proteine gemafl ihrem Molekulargewicht auf. Die

Bestimmung des Molekulargewichtes erfolgt durch den Vergleich der Laufstrecke durch das SDS-Gel

84



Material und Methoden

mit Proteinen, deren GroRRe bekannt ist. Als Proteinmarker wurde der PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder (ThermoFisher Scientific) verwendet.

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde in einem diskontinuierlichen System durchgefiihrt. Es
wurden 10 %ige Trenngele sowie 4 %ige Sammelgele verwendet. Vor der Auftragung wurden die
Proben im Verhaltnis 4:1 mit Laemmli-Probenpuffer versetzt und fir 10 Minuten bei 95 °C denaturiert.
Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 150 bis 160 V und 400 mA fir etwa ein bis zwei Stunde.
Die Visualisierung der Proteine erfolgte entweder mit Colloidal-Coomassie oder Silberfarbung. Fur die
Farbung mit Colloidal-Coomassie wurde das Trenngel zundchst gut mit Wasser gewaschen,
anschlieBend mit der Farbeldsung versetzt und Uber Nacht unter schitteln gefarbt. Das Colloidal-
Coomassie bietet den Vorteil, dass es spezifisch die Proteinbanden farbt, wahrend das Gel selber
kaum blau wird, so dass ein Entfarben des Gels nicht notwendig ist.

Die modifizierte Silberfarbung nach Blum et al. (Blum et al., 1987) wurde verwendet, wenn die
Proteinbanden sequenziert werden sollten. Das Gel wurde hierfir Uber Nacht in der Fixierlésung
inkubiert und anschlieBend dreimal fur 20 Minuten mit Waschlésung gewaschen. Nach der
Behandlung fur 1 Minute mit der Sensitivierldsung (Thiosulfat-Losung) und drei 20-sekiindigen
Waschschritten mit Wasser folgte die Inkubation mit der Farbelésung (Silbernitrat-Losung) fir eine
Stunde. Nach drei weiteren Waschschritten mit Wasser wurden die Proteinbanden mithilfe der
Entwicklerldsung sichtbar gemacht (5 bis 10 Minuten). Zur Beendigung der Detektion wurde das Gel
zunachst erneut mit Wasser gewaschen und fir funf Minuten mit der Stopplésung inkubiert. Die zu
sequenzierenden Proteinbanden wurde aus dem Gel mithilfe eines Skalpells entfernt und bis zur

Untersuchung in 1 %iger Essigsaureldsung bei 4 °C gelagert.
5.4.3.3 Proteinsequenzierung

Die Proteinsequenzierung erfolgte am Lehrstuhl fir Proteomik und Bioanalytik (Prof. Kuster,

Technische Universitat Minchen).
5.4.3.4 Western Blot

Mithilfe eines Western Blots lassen sich auf eine Membran Ubertragene Proteine spezifisch
nachweisen. Hierbei werden die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine zunachst auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Roth) Ubertragen, die zuvor mit 80 %igem Ethanol aktiviert
wurde. Der Transfer erfolgt in Semidry-Blotting Puffer bei 15 V und 58 mA fir 45 Minuten. Aufgrund
der Verwendung eines gefarbten Proteinstandards, lasst sich die Ubertragung der Proteine auf die
Membran direkt verifizieren. Die Membran wurde nach dem Proteintransfer in Blocking-Losung fir
mindestens eine Stunde inkubiert. Die heterolog exprimierten UGT besitzen alle einen N-terminalen
GST-Tag, der von monoklonalen Anti-GST-Antikorper spezifisch erkannt wird. Die Bindung des
Antikdpers erfolgte anschlieRend fur eine Stunde unter Schitteln im Blocking Puffer. Danach wurde
die Membran dreimal mit Washing Puffer gewaschen und mit dem Sekundarantikdrper, monoklonales
Anti-Mouse-IgG gekoppelt mit alkalischer Phosphatase (AP), fur eine weitere Stunde inkubiert. Fur die
anschlieBende Detektion, wurde die Membran mit Detektionspuffer equilibriert und mit der

Detektionslésung versetzt. Die Detektionslésung beinhaltet die beiden Detektionsreagenzien NBT und
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BCIP, die von der an den sekundaren Antikorper gekoppelten AP in einer Farbreaktion im Dunkeln

umgewandelt wird. Die Detektionsreaktion wurde durch das Waschen mit Wasser gestoppt.
5.4.4 Analytische Methoden

Alle Enzymassays wurden mit aufgereinigtem GST-Fusionsproteinen durchgefihrt.

5.4.4.1 Enzymassay mittels Radiodetektion

5.4.4.1.1 Messung der Radioaktivitat mittels Szintillationsdetektor

Zur ldentifizierung der Substrate wurden die aufgereinigten UGT mit verschiedenen
Akzeptormolekilen und UDP—[U—”C]GIukose inkubiert. Ein Standardassay bestand aus 50 pL
aufgereinigtem Enzym, 50 pL Akzeptormolekulldsung (1 mg/mL in Wasser), 0,1 pL UDP-[U-
“C]Glukose (entspricht 22000 dpm) und 99,9 pL Tris HCI Puffer (100 mM, pH 7,5 mit 10 mM B-
Mercaptoethanol). Die Reaktionsansatze wurden bei 30 °C fir eine Stunde bzw. fur 18,5 Stunden bei
150 rpm inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1 uL 24 %ige Trichloressigsaurelésung
(TCA) beendet. AnschlielBend wurde 500 pL wassergesattigtes 1-Butanol zugefiigt und gut vermischt.
Nach der 5-minitigen Zentrifugation bei 15300 rpm wurde die obere organische Phase vorsichtig
entnommen und in einem Szintillationsrohrchen mit 2 mL Szintillationslésung gemischt. Die nicht
umgesetzte markierte UDP—[U—”C]GIukose verbleibt hierbei aufgrund seiner Hydrophilie in der
wassrigen Phase. Die Messung der Szintillation erfolgte fir 1 Minute. Als Kontrolle diente ein mit
Wasser versetzter Standardassay, der unter gleichen Bedingungen inkubiert wurde. Die Bestimmung
der Substratpraferenz wurde mit dem aufgereinigtem Enzym von mindestens zwei verschiedenen
Kultivierungen in Duplikaten durchgefihrt.

Der Nachweis einer Enzymaktivitat wurde durch die Messung der Radioaktivitat in der extrahierten
organischen Phase bestimmt. Die organische Phase wird hierbei mit einer Szintillationslésung
vermischt, deren Komponenten durch die radioaktive Strahlung angeregt wird. Diese Anregung wird in
Form von Fluoreszenzstrahlung wieder abgegeben, die wiederum von dem Szintillationsmessgerat
erfasst und in ,gezahlte Zerfalle pro Minute® (cpm: counts per minute) wiedergegeben wird. Die
Messung von radioaktiven Substanzen gilt als sehr sensitiv, so dass bereits kleinste Mengen an

radioaktiv markiertem Glykosid nachweisbar sind (Hastie et al., 2006), (Samuelsson, 1987).
5.4.4.1.2 Nachweis der Aktivitat mittels Dinnschichtchromatographie

Zum Nachweis der Umsetzung der eingesetzten Terpenole wurden Enzymassays angefertigt, die tUber
Dunnschichtchromatographie (DC) analysiert wurden. Die Enzymreaktionen setzten sich wie unter
5.4.4.1.1 beschrieben zusammen und wurden unter Protein-abhangigen Optimalbedingungen fur pH-
Wert und Temperatur inkubiert. Die Reaktionsansatze wurden nach der Inkubationszeit von 18,5
Stunden mit TCA versetzt und mit 500 pL Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde
vorsichtig enthommen und in ein neues Reaktionsgefa Uberfiihrt. Anschlie@end wurde das
Losungsmittel mithilfe von Stickstoff oder in der Vakuumzentrifuge vaporisiert und das
Reaktionsprodukt in 10 uL Methanol resuspendiert. Die Proben wurden im Anschluss vollstandig auf

die Kieselgel-DC-Platte aufgetragen. Die Migration der Produkte entlang der stationaren Phase erfolgt
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in einer Laufkammer, die das Laufmittel (CAW: Chloroform-Essigsaure-Wasser-Gemisch im
Volumenverhdltnis 50:45:5) enthielt. Das Laufmittel wandert aufgrund von Kapillarkraften entlang der
festen Matrix der DC-Platte. Die Migration der zu analysierenden Proben ist abhangig von der
Wechselwirkung mit der Tragermatrix und dem Laufmittel. Die DC-Platte wurde im Anschluss
getrocknet und Uber digitale Autoradiographie vermessen. Hierbei wurde die DC-Platte in den
Autoradiograph gelegt und fixiert. Die Kammer des Autoradiographs musste zuvor auf 2-6 °C
abgekihlt werden, sodass das eingeleitete Tragergas Argon (Druck: 3 bar) gekuhlt wurde. Die
Messung der Radioaktivitat erfolgte Uber vier Stunden. Zusatzlich zu den Proben wurde die radioaktiv
markierte UDP-[U-"*C]Glukose (3000 bis 5000 dpm) als Referenz mit analysiert.

5.4.4.2 Charakterisierung der heterolog exprimierten Glykosyltransferasen
5.4.4.2.1 Bestimmung der optimalen Reaktionsbedingungen

Die Bestimmung der optimalen Reaktionsbedingungen erfolgte fur die Terpenol-umsetzenden UGT
WGT7, WGT14, VGT15 und VWGT16 unter Verwendung des praferierten Substrates. Zunachst
wurde die Umsetzung des préferierten Substrates mit verschiedenen Mengen des aufgereinigten
Enzyms und verschiedenen Inkubationszeiten bei 30 °C getestet. Die Reaktionsansatze wurden wie in
5.4.4.1.1 beschrieben pipettiert. Anhand dieser ersten Voruntersuchung wurden die Bestimmung der
optimalen Reaktionsbedingungen fur Zeit, pH und Temperatur mit konstanter Proteinmenge

durchgefuhrt.
5.4.4.2.2 Bestimmung der kinetischen Daten

Die Ermittlung der kinetischen Daten der UGT erfolgte fur jedes umgesetzte Terpenol bei konstanter
UDP-Glukose-Konzentration und fir die UDP-Glukose bei konstanter Konzentration des praferierten
Akzeptormolekils. Die zuvor ermittelten optimalen Reaktionsbedingungen wurden in der Regel auf
alle von einer Glykosyltransferase akzeptierten Terpenole Ubertragen. Um eine angemessene UDP-
Glukose-Konzentration zu erhalten, wurde radioaktiv markierte in Kombination mit nicht-markierter
UDP-Glukose verwendet. Das Volumen des Reaktionsansatzes umfasste 40 uL. Die Auswertung
erfolgte mittels der Solverfunktion in Microsoft Excel und der Auftragung von Lineweaver-Burk sowie

Hanes-Woolf.
5.4.4.3 Nachweis der Reaktionsprodukte mittels LC-MS/MS

Fur den chromatographischen Nachweis der Terpenalkohol-Glukoside wurden die Reaktionsansatze
(5.4.4.1.1) mit nicht-markierter UDP-Glukose mit einer Endkonzentration von 2 bis 12,5 mM versetzt.
Um einen mdglichst groRen Umsatz zu erhalten, wurden die Ansatze tber Nacht fur 20 bis 24
Stunden unter optimalen Reaktionsbedingungen inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion durch die
Zugabe von 1 L 24 %iger TCA-LOsung beendet. Die Analyse der Proben wurde von Sarah Stanitzek

(Universitat Bonn) durchgefthrt.
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5.4.4.4 Enzymassay mit Aglykaextrakt aus Trauben und Bliten

Die Terpenol-umsetzenden UGT wurden mit einem Aglykaextrakt aus Trauben (acht und 16 Wochen
nach der Blite) und Bluten inkubiert und analysiert. Das Aglykagemisch wurde von Sarah Stanitzek
(Universitat Bonn) zur Verfiigung gestellt. Zur Gewinnung des Extrakts wurden zunachst die Glykoside
mittels Festphasen-Extraktion aus den Trauben (Rebsorten: Roter Traminer 11-18 Gm und Gelber
Muskateller FR 90) isoliert. AnschlieBend erfolgte die Freisetzung der Aglyka durch enzymatische
Hydrolyse der glykosidischen Bindung. Die Aglyka wurden anschlieBend durch Methyl-tert-butylether
extrahiert (Stanitzek, 2013).

Fur den Assay wurden zunéchst 100 bis 150 uM Tris HCI Puffer (100 mM, pH 7,5 oder 8,5 mit 10 mM
B-Mercaptoethanol) mit 50 bis 100 pL Aglykaextrakt vermischt und der Methyl-tert-butylether mittels
Stickstoff vaporisiert, um eine mdogliche inhibitorische Wirkung des Lésungsmittels auszuschlieRRen.
Das verringerte Volumen wurde durch die Zugabe von Puffer kompensiert. Anschlieend wurden
100 pL aufgereinigtes Enzym und 0,1 pL UDP-[U-'*C]Glukose (entspricht 22000 dpm) hinzugefiigt.
Bei der Durchfiihrung des Assays fir die chromatographische Analyse wurde anstelle der UDP-[U-
14C]Glukose nicht-markierte UDP-Glukose mit einer Endkonzentration von 2 mM eingesetzt, wobei
das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzen nicht veréndert wurde. Die Inkubation wurde nach 20 bis
24 Stunden bei 30 °C durch die Zugabe von 1 pL 24 %ige TCA-Losung beendet. Reaktionsansétze
mit radioaktiv markierten UDP-[U-"*C]Glukose wurden mittels Szintillationsdetektor und Diinnschicht-
chromatographie analysiert, wahrend die Ansétze mit nicht-markierte UDP-Glukose zur weiteren

Analyse an Sarah Stanitzek (Universitat Bonn) geschickt wurden.
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Abbildung 56: Phylogenetische Analyse der 57 putativen VvGT-Sequenzen. Der phylogenetische Baum
wurde nach der neighbor joining Methode in Geneious Pro 5.5.6 erstellt. Die Sequenzen lassen sich in die
Glykosyltransferase-Gruppen D, E, H, G und L einteilen (siehe Box).
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Tabelle 26: Relative spezifischen Aktivitaten sowie Standardabweichungen der VvGT7i- und VvGT7j-
Mutanten gegenliber den getesteten Substraten. Die relative spezifische Aktivitat [9%] bezieht sich auf die
hochste spezifische Aktivitat, die beim Umsatz von Nerol durch VvGT7g ermittelt wurde.
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Tabelle 27: Relative spezifischen Aktivitdten sowie Standardabweichungen Proteinvarianten von VvGT7
gegeniiber den getesteten Substraten. Die relative spezifische Aktivitat [%] bezieht sich auf die hdchste
spezifische Aktivitat, die beim Umsatz von Nerol durch VVGT7g ermittelt wurde.
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Abbildung 57: Dinnschichtchromatographie der Umsetzung der Terpenole mit VvGT7b. Die Messung der
Radioaktivitat erfolgte mittels Autoradiographen uUber vier Stunden. (1) Citronellol, (2) Geraniol, (3) 8-

Hydroxylinalool, (4) Linalool, (5) Nerol, (6) a-Terpineol, (7) Leerkontrolle ohne Substrat und (8) UDP-[U-
C]Glukose.

1 2 3 4 5 6 7 8

Terpenglukoside %

ﬁ UDP-[U-"C]Glukose
Startlinie '

Abbildung 58: Diunnschichtchromatographie der Umsetzung der Terpenole mit VvGT7b. Die Messung der
Radioaktivitat erfolgte mittels Autoradiographen Uber vier Stunden. (1) Citronellol, (2) Geraniol, (3) 8-

Hydroxylinalool, (4) Linalool, (5) Nerol, (6) a-Terpineol, (7) Leerkontrolle ohne Substrat und (8) UDP-[U-
“C]Glukose.

Terpenglukoside

_ & UDP-[U-"“CIGlukose
Startlinie

Abbildung 59: Dunnschichtchromatographie der Umsetzung der Terpenole mit VvGT15b. Die Messung der
Radioaktivitat erfolgte mittels Autoradiographen Uber vier Stunden. (1) Citronellol, (2) Geraniol, (3) 8-

Hydroxylinalool, (4) Linalool, (5) Nerol, (6) a-Terpineol, (7) Leerkontrolle ohne Substrat und (8) UDP-[U-
C]Glukose.
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Terpenglukoside

" | UDP-[U-"*C]Glukose
Startlinie -

Abbildung 60: Dinnschichtchromatographie der Umsetzung der Terpenole mit VvGT15c. Die Messung der
Radioaktivitat erfolgte mittels Autoradiographen Uber vier Stunden. (1) Citronellol, (2) Geraniol, (3) 8-
Hydroxylinalool, (4) Linalool, (5) Nerol, (6) a-Terpineol, (7) Leerkontrolle ohne Substrat und (8) UDP-[U-
C]Glukose.
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