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A. Einleitung 
 

Die Bedeutung der Flavonoid 3�- und der Flavonoid 3�,5�-Hydroxylase lässt sich grund-

sätzlich von drei verschiedenen Gesichtspunkten aus betrachten.  

Der erste, und wahrscheinlich bedeutungsvollste, besteht in der Auswirkung dieser En-

zyme auf die Blütenfarben von Pflanzen. Kein anderes Enzym beeinflusst die Farbe von 

anthocyanhaltigen Blüten in solchem Ausmaß wie diese. Hauptsächlich durch ihre Aktivi-

tät können in Blüten intensive rote und blaue Farben erzeugt werden.  

Der zweite Gesichtspunkt besteht in der von diesen Enzymen durchgeführten Modifikation 

des B-Rings bei Flavonoiden, die bezüglich der für das menschliche Auge sichtbaren Fär-

bung von Blüten keine oder nur eine untergeordnete Rolle spielen, dafür aber andere wich-

tige Eigenschaften besitzen. Hierbei ist vor allem die Bedeutung dieser Flavonoide für die 

Pflanze in bezug auf die Anlockung von Bestäubern, den Schutz vor Strahlenschäden, 

Fäulnis, Schädlingsbefall und Tierfraß zu berücksichtigen. Darüber hinaus spielen ver-

schiedene, zunehmend als Bioflavonoide bezeichnete Flavonoide bzw. deren Derivate eine 

wichtige Rolle in der menschlichen Ernährung und in der Medizin. 

Der dritte Aspekt betrifft die Zugehörigkeit beider Enzyme zu den Cytochrom P450 En-

zymen. Diese ubiquitär vorkommende Enzymgruppe katalysiert eine Vielfalt von chemi-

schen Reaktionen im Primär- und Sekundärstoffwechsel aller Organismen und zeichnet 

sich einerseits durch ihre hohe Ähnlichkeit im Aufbau, andererseits durch die große Ver-

schiedenartigkeit ihrer Funktionen  aus. 

 

 

A.1 Flavonoide 
 

Flavonoide stellen eine wichtige Gruppe sekundärer Pflanzenstoffe dar, deren Struktur sich 

vom C15-Flavangrundgerüst ableiten lässt (Abb. 1). Es besteht aus zwei aromatischen C6-

Ringen und einem sauerstoffhaltigen Heterozyclus (Pyranring). Die einzelnen Gruppen der 

Flavonoide unterscheiden sich im Oxidationsgrad ihres zentralen Pyranrings. Die Vertreter 

einer Gruppe wiederum in der variierenden Zahl und Anordnung der Hydroxyl- und Alkyl-

substituenten und der unterschiedlichen Art, Zahl und Stellung von Zuckerresten. Die 

meisten Flavonoide treten in der Pflanze in glykosidisch gebundener Form auf, was ihre 

Wasserlöslichkeit erheblich steigert.  



                                                                                                                            A. Einleitung 

 

Flavonoide absorbieren elektromagnetische Strahlung in einem Spektralbereich von 220-

600 nm (Bohm, 1998). Bis 1999 konnten bereits über 6400 verschiedene Flavonoide iden-

tifiziert werden (Harborne und Williams, 2000). 

 

Abb. 1: Oxidationszustand
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Weitere wichtige Aufgaben, die Flavonoide in Pflanzen übernehmen, sind im Einzelnen: 

der Schutz vor Strahlenschäden (v.a. UV-B-Strahlung), der Schutz vor Fäulnis, Fraß und 

Schädlingsbefall (v.a. Catechine und Isoflavone), die z.T. essentielle Rolle als Faktoren für 

Pollenkeimung und Pollenschlauchwachstum, die Funktion als Signalstoffe für die Nodu-

lation von Knöllchenbakterien bei Leguminosen und für die Eiablage bestimmter Insekten. 

 

Die Färbung von Blättern und der Epidermis von Pflanzen durch Flavonoide dient vor al-

lem dem Schutz vor Strahlenschäden. Dies umfasst sowohl den Schutz, insbesondere des 

Photosystems II vor Photooxidation bei �natürlicher� Strahlenbelastung, als auch den 

Schutz der gesamten Pflanze bei verstärkter UV-B-Exposition.  

Der gesamte UV-A Anteil (320-400 nm) und ein Teil des UV-B Anteils (280-320 nm) der 

von der Sonne abgestrahlten UV-Strahlung (100-400 nm) erreicht die Erdoberfläche. Der 

gesamte UV-C Anteil (100-280 nm) und ein Teil des kurzwelligen UV-B Anteils werden 

von der Ozonschicht absorbiert (Green, 1983; Robberecht, 1989). Das langwelligere UV-A 

verursacht �nur� verhältnismäßig leichte photooxidative Schäden, während das energierei-

chere UV-B, neben Photooxidationen, stärkere Photoläsionen verursacht (Larcher, 1995). 

Diese Photoläsionen bestehen u.a. in der Sprengung von Disulfidbrücken bei Proteinen, 

Dimerisierung von Thymingruppen in der DNA, Schädigung des D1-Proteins des Photo-

sytems II, der Rubisco und der Membranlipide, vor allem durch Peroxidation der Lipide 

(Rüegsegger, 1996).  

Flavonoide sind ebenso wie z.B. Ascorbinsäure, Tocopherole und  Carotinoide in der Lage, 

als sogenannte �quencher� reaktive Sauerstoffspezies wie z.B. hochreaktiven Singluettsau-

erstoff zu neutralisieren, oder als �scavenger� (Radikalenfänger) unter anderem Hydroxyl-

radikale zu inaktivieren und somit photooxidative Schäden zu vermindern bzw. zu verhin-

dern (Elstner, 1996). Die primäre Funktion der in der Epidermis akkumulierten Flavonoide 

besteht jedoch darin, zusammen mit den Epicuticularwachsen, den Großteil der schädli-

chen UV-B Strahlung zu absorbieren.   

Versuche mit zwei Arabidopsis-Mutanten, die in einem Fall eine Chalkon-Synthase- und in 

dem anderen Fall eine Calkon-Isomerase-Mutation aufwiesen und daher beide nicht in der 

Lage waren, nach UV-B-Bestrahlung Flavonoide zu akkumulieren, zeigten bei den Mut-

anten eine deutlich höhere UV-B-Sensibilität als der Wildtyp (Li et al., 1993). Versuche 

mit einer weiteren Arabidopsis-Mutante, welche keine Flavonoide nach UV-B-Bestrahlung 

akkumulierte, zeigten ebenfalls eine erhöhte UV-B-Empfindlichkeit, während sich die 
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Mutante in ihrer Empfindlichkeit gegenüber anderen Streßfaktoren wie z.B. Hitze, Hypo-

xia, Salz und Kälte nicht von dem Wildtyp unterschied (Lois und Buchanan, 1994). 

Weitere Versuche mit dem Arabidopsis-Wildtyp zeigten bei UV-Bestrahlung mit verschie-

denen Wellenlängen und Intensitäten unterschiedlich starke Zunahme an Flavonoidgehalt 

der Epidermis und bestätigten somit die übrigen Resultate (Lois, 1994).  

Untersuchungen bei Raps (Brassica napus) zeigten eine Akkumulation von Flavonoiden in 

den Blättern nach UV-B-Bestrahlung (Wilson und Greenberg, 1993). In Versuchen, in de-

nen Pflanzen mit monochromatischem Licht mit einer Wellenlänge von 298 nm bestrahlt 

wurden, konnte zum Teil schon nach wenigen Minuten Bestrahlungsdauer eine deutliche 

Akkumulation von Flavonoiden in den untersuchten Pflanzengeweben beobachtet werden. 

Bei einer Zellkultur von Petroselinum crispum erfolgte eine verstärkte Flavonoidakkumu-

lation bereits nach wenigen Sekunden Bestrahlungsdauer (Beggs et al., 1986). Selbst bei 

UV-C-Bestrahlung im Wellenbereich von 220-280 nm konnte bei Arbutus unedo (Erd-

beerbaum), ein vor allem im mediterranen Raum vorkommendes Heidekrautgewächs, eine 

u.a. durch Flavonoidakkumulation bedingte Absorption der UV-Strahlung durch die Blatt-

epidermis von 90-95 % beobachtet werden (Wellmann, 1983). Bei dem Antarktismoos 

(Bryum argenteum) konnten jahreszeitliche Schwankungen des intrazellulären Gehaltes an 

Flavonglykosiden entsprechend der UV-Strahlenbelastung beobachtet werden und anhand 

von quantitativen Analysen aus gesammelten Herbariumproben die Jahre mit - durch das 

Ozonloch verursachter - erhöhter UV-Strahlenbelastung rekonstruiert werden (Markham et 

al., 1990). Des Weiteren zeigten Versuche, dass eine signifikante Akkumulation von Fla-

vonoiden, die in der Lage sind, UV-B-Strahlung zu absorbieren, auch bei Pflanzen auftre-

ten, die �natürlichem� Starklicht, wie es z.B. an einem Sommermittag im Freien auftritt, 

ausgesetzt wurden (Teramuara, 1986).  

Viele weitere Untersuchungen bestätigen die herausragende Bedeutung der Akkumulation  

von Flavonoiden als Schutz vor Strahlung in einem weiten Wellenlängenbereich, so dass 

einige Wissenschaftler darin die ursprüngliche Bedeutung von Flavonoiden für die frühe 

Entwicklung von terrestrischen Pflanzen sehen (Bohm, 1998). 

Auch als Phytoalexine und Catechine (Vorstufe zahlreicher Gerbstoffe) spielen Flavonoide 

zum Schutz der Pflanze vor Pathogenbefall, Tierfraß und Fäulnis eine große Rolle. Aus 

Proanthocyanidinen können sogenannte kondensierte Gerbstoffe gebildet werden. Die da-

bei synthetisierten Oligo- bzw. Polymere werden durch Kondensation von zwei oder mehr 

Hydroxyflavanolen gebildet (Schweizer und Métraux, 1996). 
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So hat beispielsweise das in den Blattstielen der Erdnuss (Arachis hypogaea) gebildete 

Procyanidin eine stark fraßhemmende Wirkung auf die Röhrenlaus (Apis craccivora) 

(Harborne und Grayer, 1994). Die Wirkung der Gerbstoffe in ihren fraßhemmenden und 

pathogenabwehrenden Eigenschaften ist dabei vielfältig. In ihrer unlöslichen Form verlei-

hen sie dem Pflanzengewebe Zähigkeit, was das Eindringen der Schädlinge erschwert, in 

ihrer löslichen Form wirkt allein ihr Geschmack fraßhemmend. Des weiteren führt die Ei-

genschaft von Gerbstoffen, Proteine in unverdaulichen Komplexen zu binden dazu, dass 

die Verwertung der aufgenommenen Nahrung für den Parasit stark vermindert wird. Dar-

über hinaus wird angenommen, dass komplexe Gerbstoffe in der Lage sind, das Wachstum 

von schädlichen Insekten durch das Inhibieren wichtiger Stoffwechselfunktionen signifi-

kant zu verringern. Diese Eigenschaft teilen die komplexen Gerbstoffe mit zahlreichen an-

deren Flavonoiden, die die Vermehrung von Pflanzenschädlingen zu verringern vermögen. 

Darunter kommen Vertreter von vielen verschiedenen Flavonoidklassen vor wie z.B. Lute-

olin und Tricetin bei den Flavonen, Quercetin und Myricetin bei den Flavonolen und Erio-

dictyol und Dihydroquercetin bei den Flavononen bzw. den Dihydroflavonolen (Harborne 

und Grayer, 1994). Ebenso fungieren zahlreiche Vertreter aus unterschiedlichen Flavo-

noidklassen, insbesondere Isoflavone, als Phytoalexine. Verschiedene Untersuchungen 

zeigten, dass nicht glykosilierte Flavonoide eine stärkere antibiotische Wirkung besitzen 

als glykosilierte, was mit der größeren Wirksamkeit lipophiler Moleküle gegenüber Mole-

külen mit polaren Substituenten zu erklären ist. Die Synthese von Flavonoiden, die als 

Phytoalexine fungieren, erfolgt nicht zwingend erst nach Pathogenbefall, sondern kann 

auch durch andere äußere Reize, wie z.B. UV-Bestrahlung, Hitzeschock, Verwundung 

oder Behandlung mit anorganischen Substanzen ausgelöst werden (Bohm, 1998). 

 

Eine weitere erwähnenswerte Eigenschaft von Flavonoiden ist ihre allelopathische Wir-

kung, d.h. die Fähigkeit zahlreicher Pflanzen durch Sezernierung von Flavonoiden das 

Wachstum und die Entwicklung artfremder Pflanzen zu unterdrücken (Roshchina und 

Roshchina, 1993). Von Leguminosenwurzeln ausgeschiedene Flavonoide - v.a. Chalkone, 

Flavanone, Flavone und Isoflavone - dienen außerdem als Signalmoleküle für die Nodula-

tion von Knöllchenbakterien, in dem sie die Transkription von Nodulationsgenen induzie-

ren (Bohm, 1994 und 1998). Auch bei der Pollenkeimung, dem Pollenschlauchwachstum 

und bei der Samenbildung scheinen Flavonoide wichtige Signalfunktionen zu übernehmen.  

So zeigten sterile Pollen einer Petunien-Mutante, die über keine Chalkonsynthaseaktivität 
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verfügte und daher keine Flavonoide synthetisieren konnte, durch Zugabe von Stigmaex-

trakten des Wildtyps normale Pollenkeimung und normales Pollenschlauchwachstum unter 

Kulturbedingungen und vollständige Samenreifung in vivo. Das für die Wiederherstellung 

der Pollenfertilität verantwortliche Flavonoid, das Flavonol Kaempferol, zeigte auch bei 

Untersuchungen von zahlreichen anderen Pflanzen großen Einfluss auf die Pollenkeimung 

und das Pollenschlauchwachstum (Bohm, 1998). Auf der anderen Seite zeigten Versuche 

mit A. thaliana-Mutanten, die ebenfalls keine Chalkonsynthaseaktivität besaßen, keinerlei 

Wirkung auf die Pollenfertilität, so dass der Einfluss von Flavonoiden auf die Pollenent-

wicklung offensichtlich kein universelles Phänomen bei Samenpflanzen darstellt (Burbulis 

et al., 1996; Ylstra et al., 1996).  

 

Neben den vielfältigen Aufgaben, die Flavonoide in der Natur erfüllen, gewinnen Flavo-

noide in der menschlichen Ernährung und in der Medizin immer mehr an Bedeutung. 

Zahllose Artikel beschäftigen sich mit den gesundheitsfördernden Eigenschaften der soge-

nannten Bioflavonoide. Der Begriff Bioflavonoide geht auf den amerikanischen Wissen-

schaftler Albert Szent-Györgyi von Nagyrapolt zurück. Er bezeichnete damit die gelben 

Farbstoffe (lat. flavus = goldgelb, blond) in den Schalen von Zitrusfrüchten. Später wurde 

der Begriff Bioflavonoide auf alle natürlich vorkommenden Flavonoide mit einer pharma-

kologischen Wirkung ausgedehnt. Szent-Györgyi entdeckte 1936, dass reines Vitamin C 

eine geringere präventive Wirkung gegen Skorbut zeigte als aus Zitronenschalen extra-

hiertes verunreinigtes Vitamin C. Nach ersten Analysen der �Verunreinigung�, welches er 

zunächst �Citrin� nannte, ging Szent-Györgyi davon aus, dass die synergistische Wirkung 

auf ein einziges Flavonoid zurückzuführen war. Nach weiteren Untersuchungen nannten 

Szent-Györgyi und seine Mitarbeiter Benthsáth und Rusznyák die isolierte Substanz Vita-

min-P (Benthsáth et al., 1937). Das P stand für Permeabilität bzw. Permeabilitätsfaktor, da 

Vitamin-P in der Lage war, die  Permeabilität und Fragilität von Blutkapillaren herabzu-

setzen und damit einer möglichen Veneninsuffizienz und Blutungen von Kapillargefäßen, 

wie sie bei Skorbut auftreten, entgegenzuwirken. Auf diesem Effekt beruht zumindest zum 

Teil wahrscheinlich auch die antiexsudative (= ödemprotektive) und antiphlogistische 

Wirksamkeit von Flavonoiden. Erklärt wird diese Wirkung durch eine Reihe von in vitro 

nachgewiesenen Effekten, darunter u.a. die Hemmung von Hyaluronsäureabbau und His-

taminausschüttung, die Radikalfängereigenschaften und die Stimulierung der Kollagenbio-

synthese.  
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Spätere Untersuchungen zeigten jedoch, dass Citrin bzw. Vitamin-P zum einen kein ein-

zelnes Flavonoid, sondern ein Gemisch aus den zwei Flavanonen Hesperidin (Hesperetin-

7-O-rutinosid) und Eriodictyol war (Lahann und Purucker, 1974), zum anderen ließ sich 

kein reines Vitamin-P-Mangelsyndrom erzeugen. Szent-Györgyi, der 1937 den Nobelpreis 

für Medizin u.a. für die Erforschung und erstmalige Isolierung von Vitamin C aus Paprika 

erhielt, räumte ein, dass für die antihämorrhagische Wirkung von Vitamin-P geringe Men-

gen an Vitamin C essentiell notwendig sind und dass die Wirkung von reinem Vitamin-P 

eher vergleichsweise gering sei.  

In den folgenden Jahrzehnten wurden viele Flavonoide auf ihre gesundheitsfördernden 

Wirkungen - insbesondere auf ihren Vitamin-P-Charakter - hin untersucht. Es wurden wei-

tere Flavonoide mit Vitamin-P-Eigenschaften entdeckt, wie z.B. das Rutin (Quercetin 3-O-

rutinosid), welches ebenfalls positiven Einfluss auf verschiedene Krankheitsbilder, die mit 

Kapillarblutungen oder Ödemen einhergehen, zeigte und daher auch als ein Bioflavonoid 

mit Vitamin-P-Wirkung bzw. als Vitamin-P-Faktor bezeichnet wurde. Jahrzehntelang ver-

schrieben Hausärzte in den USA Bioflavonoide bei entsprechenden Leiden. Da es aber im 

Laufe der Zeit nie gelang bei einem Bioflavonoid einen echten Vitamincharakter nachzu-

weisen, verfügte die FDA (Food and Drug Administration) 1968 eine Aberkennung des 

Vitamin-P-Status für Flavonoide und stoppte die ärztliche Verschreibung von Flavonoiden. 

Der Verkauf von Flavonoiden, vor allem in Kombination mit Vitamin C und anderen Vi-

taminen, wurde aber nach wie vor geduldet, nicht zuletzt aufgrund der objektiv nachweis-

baren gesundheitsfördernden Eigenschaften von Flavonoiden. Der synergistische Effekt, 

dass ein mit Flavonoiden �verunreinigtes�, natürliches Vitamin C eine wesentlich stärkere 

präventive und heilende Wirkung auf Skorbut aufweist, als vollkommen aufgereinigtes 

bzw. synthetisches Vitamin C, ist neben den oben aufgeführten Eigenschaften von Biofla-

vonoiden, mit einer von diesen bewirkten besseren Aufnahme von Vitamin C und mit der 

Schutzwirkung des Vitamin C vor Autooxidation und dem Angriff von freien Radikalen 

u.a. aggressiven Sauerstoffverbindungen zu erklären (Lahann und Purucker, 1974; Cody, 

1984; Bässler et al., 1992; Middleton und Kandaswami, 1994).  

 

Nach der Erforschung des Vitamin-P-Charakters der Bioflavonoide machte ein weiteres 

Phänomen, welches als das �Französische Paradoxon� (French paradox) bezeichnet wird, 

Anfang der 70er Jahre auf sich aufmerksam. Das �Französische Paradoxon� beschreibt das 

widersprüchliche Phänomen, dass in Frankreich trotz fett- und cholesterinreicher Ernäh-
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rung signifikant weniger Menschen an Herzinfarkt sterben als in anderen Ländern. Da die-

ses Phänomen auch in anderen mediterranen Ländern, deren Bevölkerung traditionell einen 

hohen Weinkonsum hat, auftrat, wurde der Zusammenhang von Herzinfarkt und Weinkon-

sum näher untersucht.  

Eine bereits 1979 angelegte Studie zeigte den Zusammenhang zwischen dem pro Kopf 

Konsum von Wein und der Sterberate der 55-64 jährigen an Herzinfarkt bei der Bevölke-

rung von 18 Industrienationen (Brourzeix, 1993). Das Ergebnis zeigte eindeutig, dass in 

Ländern mit hohem pro Kopf Konsum an Wein die Sterberate an Herzinfarkt deutlich 

niedriger war als in Ländern mit niedrigerem Weinkonsum. Frankreich, das die wenigsten 

Sterbefälle aufwies, zeigte eine über 5 mal geringere Sterberate als das Schlusslicht Finn-

land. Zudem zeigte die Hälfte der Länder mit hohem und mittlerem Weinkonsum eine fast 

lineare Korrelation zwischen Weinkonsum und Herzinfarkttoten.  

Eine weitere Studie von  Criqui und Rigel (1994), die das Verhältnis von Sterbefällen an 

koronaren Herzkrankheiten und dem Alkoholkonsum der Bevölkerung von 21 Ländern in 

den Jahren 1965, 1970, 1980 und 1988 untersuchten, zeigte, dass Frankreich nach Japan 

die geringste Sterberate, dafür aber den höchsten Wein- und total Alkoholkonsum von al-

len Ländern aufwies. Dabei wurde auch der Zusammenhang zwischen den allgemeinen Er-

nährungsgewohnheiten, wie zum Beispiel die Aufnahme von ungesättigten Fettsäuren 

durch Olivenöl oder der Obst- und Gemüsekonsum der Bevölkerung, berücksichtigt. Die 

Ergebnisse zeigten eine umgekehrt proportionale Abhängigkeit der Sterbefälle an Herz-

krankheiten vom Weinkonsum der Bevölkerung, die unabhängig vom total Alkoholkon-

sum oder anderen Ernährungsgewohnheiten der Bevölkerung war.  

Mittlerweile gilt es als gesichert, dass ein regelmäßiger moderater Weinkonsum die Ge-

fahr, an einer Herzkrankheit zu sterben, deutlich verringert. Dieser Effekt ist unbestritten 

zum Teil auf den aufgenommenen Alkohol zurückzuführen, der z.B. den Anteil an HDL 

erhöht, die Aggregation von Blutplättchen hemmt und die Fibrinolyse steigert, wird aber 

vorwiegend auf andere Inhaltsstoffe im Wein zurückgeführt (Constant, 1995). Bei den da-

bei diskutierten Inhaltsstoffen handelt es sich hauptsächlich um Catechine und 

Proanthocyanidine, die größtenteils in den Kernen der Weintrauben vorkommen, was auch 

die ebenfalls gute Wirkung von Weißwein erklärt (Brourzeix, 1993). Die Wirkungen der 

Catechine und insbesondere der Proanthocyanidine sind im wesentlichen die gleichen, die 

auch den Bioflavonoiden mit Vitamin-P-Charakter zugeschrieben werden.  
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Neben den bereits erwähnten Eigenschaften spielen außerdem der Schutz vor LDL-Oxida-

tion und die daraus resultierende Verminderung der arteriosklerotischen Plaques eine große 

Rolle. Dieser Effekt wurde auch bei alkoholfreien Extrakten von Rotwein beobachtet 

(Chjopra et al., 2000). Darüber hinaus haben die in Wein enthaltenen Flavonoide eine ent-

spannende Wirkung auf die glatten Herzmuskelzellen, was Arrhythmien und Bluthoch-

druck entgegen wirkt (Formica und Regelson, 1995). 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass Flavonoide erwiesenermaßen über zahlreiche 

gesundheitsfördernde Eigenschaften für den Menschen verfügen (Böhm et al., 1998). Vor 

allem die präventive Wirkung gegen Herzkreislauferkrankungen, welche nach wie vor die 

Haupttodesursache in den westlichen Industrienationen darstellen, hat zu der großen Po-

pularität der Flavonoide beigetragen. Mittlerweile gibt es zahllose Publikationen, die den 

Flavonoiden vielfältige gesundheitsfördernde Eigenschaften zusprechen. So sollen Flavo-

noide sogar die Vermehrung von HIV-Viren hemmen, indem sie die Reverse Transkriptase 

der Retroviren inhibieren (Formica und Regelson, 1995). Auch bei den häufigsten Krebs-

arten wie Lungen-, Brust � und Enddarmkrebs sollen Flavonoide eine hemmende Wirkung 

auf das Wachstum der Krebszellen besitzen (Rodgers und Grant, 1998; Duthie und Dob-

son, 1999; Le Marchand et al., 2000). Es gibt so gut wie keine ernstere Erkrankung, bei der 

der Einfluss von Flavonoiden noch nicht untersucht wurde. Einige dieser Studien wider-

sprechen sich und kommen zu völlig entgegengesetzten Resultaten. Außerdem wurde der 

Großteil der - von den Flavonoiden verursachten - Effekte nur in vitro, oder in Tierversu-

chen bzw. in Versuchen mit Zellinien nachgewiesen (Middleton und Kandaswami, 1994). 

Es bleibt daher abzuwarten, welche - den Flavonoiden nachgesagten - Eigenschaften auf 

Dauer durch weitere epidemiologische Studien und entsprechende biochemische und mo-

lekularbiologische Untersuchungen  bestätigt werden.  
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A.1.2 Flavonoidbiosyntheseweg  
 

Die Biosynthese der Flavonoide ist Dank jahrzehntelanger Forschung weitgehend aufge-

klärt. Schon 1936 postulierte Robinson (Robinson, 1936), dass die C15-Flavo-

noidgrundstruktur aus einer C6-C3-Einheit (B-Ring und C-Atome C2, C3 und C4 des Hete-

rozyklus) und einer C6-Einheit synthetisiert wird. 

Birch und Donavan stellten 1953 die Hypothese auf, dass diese Grundstruktur aus einer 

Hydroxyzimtsäure und aus drei Acetateinheiten gebildet wird. Zahlreiche Versuche mit 

markierten Vorstufen bestätigten diese These im wesentlichen (Grisebach, 1962). Dem-

nach stammte der B- und der C-Ring über Phenylalanin und Zimtsäure von der Shikimin-

säure ab, der A-Ring durch intermolekulare Kondensation von Acetateinheiten. Mit der 

Entdeckung der Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) begann die enzymologische Erfor-

schung über die Entstehung der Phenylpropanoide und somit des Flavonoidbiosynthese-

wegs (Koukol und Conn, 1961).  

Anfang der siebziger Jahre wurden aus Zellsuspensionen von Pflanzen - insbesondere der 

Gartenpetersilie (Petroselinum crispum) - Enzyme des Flavonoidbiosynthesewegs isoliert 

und charakterisiert. Durch spätere biochemische Untersuchungen von chemogenetisch de-

finierten Zierpflanzen konnten nun erstmals einzelne Gene mit den entsprechenden Enzy-

men korreliert werden (Seyffert, 1982). Bis auf wenige Ausnahmen sind heute alle Reakti-

onen des allgemeinen Flavonoidbiosynthesewegs mit den individuellen Unterschieden bei 

verschiedenen Pflanzenarten bekannt. Sämtliche Gene, die die Enzyme aus dem Haupt-

syntheseweg codieren, konnten als cDNA Klone isoliert werden, ebenso zahlreiche Regu-

latorgene und Gene, die für Modifikationen der einzelnen Flavonoidklassen verantwortlich 

sind (Forkmann und Heller, 1999).    

Wie bereits in Kapitel A.1 erwähnt besteht das C15-Grundgerüst (Flavan) aus zwei aromati-

schen C6-Ringen (A- und B-Ring) und einem sauerstoffhaltigen Pyranring (C-Ring), der 

mit dem A-Ring kondensiert ist. Die C6-C3-Einheit, aus der B- und der C-Ring gebildet 

werden, stammt von Phenylalanin ab, das durch die Phenyl-Ammonium-Lyase (PAL) un-

ter Abspaltung von Ammoniak zu trans-Zimtsäure umgeformt wird. Nachfolgend wird die 

trans-Zimtsäure unter Anwesenheit von molekularem Sauerstoff und NADPH als Redukti-

onsäquivalent durch das Enzym Zimtsäure 4-Hydroxylase (C4H), welches ein membran-

gebundenes CYP-Enzym darstellt, hydroxyliert und es entsteht 4-Cumarsäure. Diese wird 

durch das Enzym 4-Hydroxy-Cumarsäure: CoA Ligase mit Coenzym A verestert und es 
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entsteht 4-Cumaroyl-CoA. Das so aktivierte 4-Cumaroyl-CoA reagiert mit 3 Malonyl-CoA 

Molekülen, wobei durch die Chalkonsynthase (CHS) schrittweise Acetateinheiten von den 

Malonyl-CoA-Einheiten an das 4-Cumaroyl-CoA kondensiert und unter CoA-Abspaltung 

und CO2-Freisetzung Tetrahydroxychalkon entsteht. Die Malonyl-CoA-Einheiten wurden 

zuvor von dem Enzym Acetyl-CoA-Carboxylase (ACCase) durch Carboxylierung gebil-

det. Die Chalkonsynthase (CHS) akzeptiert neben 4-Cumaroyl-CoA auch andere Hydroxy-

zimtsäure-CoA-Ester, insbesondere Kaffeoyl-CoA, das durch Cumaroyl-CoA-Hydroxylase 

aus 4-Cumaroyl-CoA gebildet wird. Alle bisher untersuchten Chalkonsynthasen zeigten je-

doch bei gleichzeitiger Anwesenheit beider Substrate einen deutlich höheren Umsatz mit 

4-Cumaroyl-CoA als mit  Kaffeoyl-CoA, so dass diese Reaktion wohl nur von untergeord-

neter Bedeutung ist (Heller und Forkmann, 1994). Die Bildung von Chalkonen stellt eine 

Schlüsselreaktion im Flavonoidbiosyntheseweg dar, da von diesen Zwischenprodukten alle 

anderen Flavonoidklassen abstammen. Durch die Chalkonisomerase (CHI) wird Tetra-

hydroxychalkon stereospezifisch zu dem 2S-Flavanon Naringenin zyklisiert.  

Bei einem Umsatz von Kaffeoyl-CoA entsteht über Pentahydroxychalkon das 2S-Flavanon 

Eriodictyol mit zwei Hydroxylgruppen am B-Ring, was in der Regel durch eine Hydroxy-

lierung von Naringenin in 3�-Position durch die Flavonoid 3�-Hydroxylase (F3�H) gebildet 

wird. Die Bildung von 3�,4´,5�-hydroxyliertem Pentahydroxyflavanon wird durch die Fla-

vonoid 3�,5�-Hydroxylase (F3�,5�H) katalysiert, die die 3�,5�-Hydroxylierung in einem 

Schritt von Naringenin ausgehend, oder eine 5�-Hydroxylierung von Eriodictyol ausge-

hend, vollziehen kann. Die Flavanone können neben diesen Modifikationen des B-Ringes 

in zwei weitere Flavonoidklassen überführt werden. Auf einem Nebenweg werden die Fla-

vone durch die Enzyme Flavonsynthase I oder Flavonsynthase II (FNS I, FNS II) gebildet. 

Auf dem Hauptsyntheseweg werden durch die Flavanon 3-Hydroxylase (FHT) aus den 

Flavanonen durch Hydroxylierung des C3-Atoms des Heterozyklus Dihydroflavonole 

gebildet. Auf einem weiteren Nebenweg werden diese durch Einführung einer Doppelbin-

dung zwischen dem C2- und dem C3-Atom durch die Flavonolsynthase (FLS) in Flavo-

nole umgewandelt. Auf dem Hauptsyntheseweg werden aus den Dihydroflavonolen durch 

die Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR), die die Ketogruppe am C4-Atom des Hetero-

zyklus reduziert, Flavan-3,4-diole (Leucoanthocyanidine) gebildet. Aus den Leucoantho-

cyanidinen werden nachfolgend durch die Anthocyanidinsynthase (ANS) in einer noch 

nicht abschließend geklärten Reaktion die Anthocyanidine gebildet. Durch die nachfol-

gende, von der UDP-Glukose: Flavonoid 3-O-Glukosyltransferase (FGT) katalysierten, 
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Glykosilierung der C3-Hydroxylgruppe werden aus den chemisch instabilen und wenig 

wasserlöslichen Anthocyanidinen, die chemisch stabilen und wasserlöslichen Anthocyane 

gebildet. Die zuvor angesprochenen Modifikationen des B-Ringes bei den Flavanonen 

durch die F3�H und die F3�,5�H können in gleicher Weise auch bei den Flavonen, den Fla-

vonolen und den Dihydroflavonolen durchgeführt werden (siehe auch A.1.3).  
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Abb. 2: Schematische Darstellung des allgemeinen Flavonoidbiosynthesewegs. Die 4´-hydroxylierten Ver-
bindungen sind orange, die 3�,4´-hydroxylierten rot und die 3�,4´,5�-hydroxylierten blau dargestellt. CHS = 
Chalkonsynthase, CHI = Chalkonisomerase, FHT = Flavanon 3-Hydroxylase, DFR = Dihydroflavonol 4-
Reduktase, ANS = Anthocyanidinsynthase, FGT = Flavonoid 3-O-Glukosyltransferase, F3�H = Flavonoid 
3�-Hydroxylase, F3�,5�H = Flavonoid 3�,5�-Hydroxylase, FNS I/ FNSII = Flavonsynthase I /Flavonsynthase 
II  (siehe auch weitere Erläuterungen im Text).. 
  

 

A.1.3 Funktion der Flavonoid 3�- und der Flavonoid 3�,5�-Hydroxylase 
 

Aufgrund von Vorstufenexperimenten und vieler Untersuchungen an chemogenetisch defi-

nierten Pflanzen wurden zwei unterschiedliche Hypothesen über die Entstehung der 

Hydroxylierungsmusters des B-Ringes über viele Jahre diskutiert (siehe auch A.1.2.).  
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Die erste Hypothese postulierte die genetisch kontrollierte Selektion von entsprechend 

hydroxylierten Zimtsäuren bei der Bildung des C15-Grundgerüstes (Hess, 1968). Die 

zweite Hypothese ging von der Hydroxylierung des B-Ringes nach der Bildung des C15-

Skeletts durch spezifische Enzyme aus (Grisebach, 1968). Weitere Untersuchungen be-

züglich der Substratspezifität der Chalkonsynthase (CHS) zeigten grundsätzlich höhere 

Umsätze mit der 4-hydroxylierten Cumarsäure als mit der 3,4-hydroxylierten Kaffeesäure, 

besonders wenn beide Substrate im gleichen Versuchsansatz zugegeben wurden (Heller 

und Forkmann, 1994). Da des weiteren 3,4,5-Trihydroxyzimtsäure in der Natur noch nie 

beobachtet wurde, kann man davon ausgehen, dass die B-Ring Hydroxylierung hauptsäch-

lich durch spezifische Enzyme auf der C15-Ebene erfolgt (Forkmann und Heller, 1999).  

 

Das für die 3�-Hydroxylierung verantwortliche Enzym Flavonoid 3�-Hydroxylase (F3�H) 

konnte zuerst in der aus einer Zellsuspension von Haplopappus gracilis präparierten 

Mikrosomenfraktion nachgewiesen werden (Fritsch und Grisebach, 1975).  Mittlerweile 

wurde die F3�H-Aktivität in zahlreichen Pflanzen wie z.B. Löwenmäulchen (Anthirrhinum 

majus), Gerbera (Gerbera hybrida) und Petunie (Petunia hybrida) beobachtet (Heller und 

Forkmann, 1994). Detaillierte Untersuchungen mit Zellsuspensionen von Petroselinum 

crispum (Hagmann et al., 1983) zeigten die 3�-Hydroxylierung des Flavanons Naringenin 

und des Dihydroflavonols Dihydrokaempferol (Abb. 3 a), des Flavons Apigenin und des 

Flavonols Kaempferol (Abb. 3 b). Die in der Mikrosomenfraktion gefundene F3�H-Akti-

vität benötigte NADPH und molekularen Sauerstoff als Cofaktoren und wurde durch 

NADP+, Cytochrom c und Kohlenmonoxid inhibiert (Hagmann et al., 1983). Hemmung 

der Hydroxylierung konnte auch durch typische Cytochrom-P450-Inhibitoren wie Ketoco-

nazol und Tetracyclasis beobachtet werden (Stich et al., 1988). Anhand dieser Ergebnisse 

konnte die F3�H eindeutig als eine membrangebundene mischfunktionelle Cytochrom 

P450 Monooxygenase klassifiziert werden.  

Die Flavonoid 3�,5�-Hydroxlase-Aktivität wurde zuerst in einer Mikrosomenpräparation 

aus Blüten von Verbena hybrida nachgewiesen (Stotz und Forkmann, 1982). Die F3�,5�H 

führt sowohl 3�,5�-Hydroxylierungen bei 4´-hydroxylierten Flavonoiden, als auch 5�-

Hydroxylierung bei 3�,4´-hydroxylierten Flavonoiden durch. Gleich der F3�H ist F3�,5�H 

in der Mikrosomenfraktion lokalisiert und benötigt ebenso NADPH und molekularen Sau-

erstoff als Cofaktoren. Studien an Petunia zeigten eine Hemmung der F3�,5�-H-Aktivität 

durch Kohlenmonoxid, Cytochrom c und Tetracyclasis.  
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Darüber hinaus wurde die F3�,5�H-Aktivität durch monoklonale Antikörper, die die Cy-

tochrom P450-Reduktase (CPR) höherer Pflanzen hemmt, ebenfalls inhibiert, so dass die 

F3�,5�H ebenfalls zweifelsfrei als membrangebundenes Cytochrom P450-Enzym klassifi-

ziert werden konnte (Menting et al., 1994). Abbildung 3 stellt alle bisher klar nachgewie-

senen Reaktionen der F3�- und der F3�,5�H dar. Die 3�-Hydroxylierung auf der Flavan-3,4-

diol(Leucoanthocyanidin)-Ebene konnte bisher einmalig bei Petunia durch Supplementati-

onsversuche festgestellt werden (Schwinn, 1994) und bedarf noch der Überprüfung durch 

weitere Untersuchungen. 3�- oder 3�,5�-Hydroxylierungen bei Anthocyanidinen sind bis-

lang nicht dokumentiert.  
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Abb. 3: Von der Flavonoid 3�- und von der F3�,5�-Hydroxylase katalysierte Reaktionen im Flavonoidbio-
syntheseweg. a) B-Ring-Hydroxylierung im Hauptbiosyntheseweg, b) B-Ring-Hydroxylierung in Nebenwe-
gen.    
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A.2 Blütenfarbstoffe 
 

Die Färbung von Blüten und Früchten bei Angiospermen dient in erster Linie der Anlo-

ckung von Bestäubern und Fruchtverbreitern. Angiospermenblüten locken mit ihren Pig-

menten, die dabei zusammen mit Duftstoffen die Funktion von sogenannten Reizstoffen 

übernehmen, Bestäuber an und bieten ihnen als Gegenleistung für ihren Besuch normaler-

weise eine �Belohnung� in Form von Nahrung. Die Gegengabe, die das eigentliche Lock-

mittel darstellt, bestand ursprünglich aus im Überschuss gebildeten Pollen, die reich an 

Fett, Kohlenhydraten und Vitaminen sind. In der weiteren Entwicklung der Blüten wurden 

zunehmend zuckerhaltige Säfte (Nektar) dargeboten, was zu einer Einsparung der baustoff-

mäßig aufwendigeren Pollen und einer Bevorzugung von Insekten mit saugenden Mund-

werkzeugen, die bei ihrem Besuch die Pflanze weniger schädigen als Insekten mit beißen-

den Mundwerkzeugen, führte. Durch weitere Coevolution passten sich die Blüten und 

Mundwerkzeuge der Insekten immer mehr aneinander an. Ein Großteil der rezenten angi-

ospermischen Tierblumen, d.h. Blumen, die durch Tierblütigkeit (Zoogamie) bestäubt 

werden, sind als sogenannte Nektarblumen zu bezeichnen und werden überwiegend von 

Insekten mit saugenden Mundwerkzeugen bestäubt. Pflanzen, die keine Gegengabe dar-

bieten, werden Täuscherblumen genannt. Man unterscheidet Futtertäuscherblumen, die 

eine Futterquelle vortäuschen; Sexualtäuscherblumen, deren Blüten mit Duft, Form und 

Farbe Insektenweibchen nachahmen und  dadurch Männchen anlocken, die versuchen sich 

mit der Blüte zu paaren (Pseudokopulation);  und Täuscherblumen, die einen Eiablageplatz 

imitieren. 

 

Die starke Differenzierung der Lock- und Reizmittel, sowie des Blütenbaus führte dazu, 

dass immer mehr Tiergruppen, insbesondere Insekten (Entomogamie) und Vögel (Ornitho-

gamie), für den Dienst der Bestäubung gewonnen werden konnten. Die damit verbundene 

fortschreitende Spezialisierung und Präzisierung in der Anlockung bestimmter Besucher 

und im Anbringen bzw. Abnehmen der Pollen, ermöglicht der Pflanze eine zunehmend si-

cherere und pollensparendere Bestäubung und damit einen besseren Samenansatz. Das 

Verhältnis von Pollenkörnern zu Samenanlagen bei Windblütlern (Anemogame), das in 

etwa bei 106 : 1 liegt, kann im Extremfall bei hoch spezialisierten Insektenblütlern (z.B. 

Orchideen) auf 1 : 1 sinken (Sitte et al., 1991).  
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Der hohe Spezialisierungsgrad der Angiospermenblüten wirkt sich auch deutlich in der Zu-

sammensetzung der Blütenfarben aus, die auf die unterschiedlichen sinnesphysiologischen 

Voraussetzungen abgestimmt sein müssen. So bevorzugen Vögel scharlachrote bis rote 

Farbtöne, während Bienen blaue und gelbe (mit UV-Anteil) Farben vorziehen. In den ge-

mäßigten Klimazonen spielen Vögel bei der Bestäubung keine Rolle, in den tropischen 

Klimaten finden sich dagegen Vogelblumen (Ornithogame) in fast allen tierblütigen Pflan-

zenfamilien. Auch bei Insekten bestehen z.T. große Unterschiede in der bevorzugten Blü-

tenfarbe (Tab. 1).  

 
Tab. 1: Von Insekten bevorzugte Blütenfarbe und Vorkommen des entsprechenden Anthocyanidins (verän-
dert nach Harborne und Grayer, 1994) 
Insekt bevorzugte Blumenfarbe häufig anzutreffende Anthocyanidine 

Bienen intensives blau oder gelb (inkl. UV-Anteil) Delphinidin, gelegentlich mit Cyani-
din 

Käfer matt, cremefarben oder grün, gelegentlich rot Cyanidin-Pelargonidin-Mischung 

Schmetterlinge hellrosa und malvenfarben Delphinidin-Cyanidin-Mischung 

Fliegen mattbraun, purpur oder grün Cyanidin 

Motten ror, blassrosa und weiß Cyanidin 

Wespen violett und braun Delphinidin 

 

Während Motten rote, blassrosa und weiße bevorzugen, können Bienen rote Farbtöne nicht 

wahrnehmen. Das Farbrezeptorsystem im Bienenauge ist gegenüber dem des Menschen 

zum UV-Bereich hin verschoben. Sie können daher die vom Menschen nicht mehr sicht-

bare UV-Strahlung in einem Wellenlängenbereich von 310-400 nm wahrnehmen. Dies er-

möglicht es den Bienen, UV-absorbierende und UV-reflektierende Pigmente zu erkennen, 

die häufig die Bienen zu ihrer Nahrungsquelle leiten. Diese sogenannten Blumenmale 

(Saftmale, Pollenmale) treten auch in dem für Menschen sichtbaren Wellenbereich auf, v.a. 

wenn sie zur Anlockung von Vögeln dienen. Besonders häufig treten UV-absorbierende 

bzw. reflektierende Blumenmale bei gelben Blüten auf, die von Bienen häufig besucht 

werden. Erstmalig wurden 1972 im UV-Bereich sichtbare Blumenmale bei dem rauen 

Sonnenhut (Rudbeckia hirta) nachgewiesen (Thompson et al., 1972). Die Petalen dieses 

Korbblütlers erscheinen dem Menschen bei Tageslicht einheitlich gelb. Unter UV-Licht 

betrachtet erscheinen die äußeren, UV-Licht reflektierenden, Bereiche der Strahlenblüten 

hell leuchtend, während die inneren, UV-Licht absorbierenden, Bereiche dunkel sind.  
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Durch chemische Analysen konnten die UV-reflektierenden Pigmente als Carotinoide, die 

UV-absorbierenden als Flavonoide identifiziert werden. Bei diesen Flavonoiden handelt es 

sich um drei wasserlösliche gelbe Flavonole, insbesondere Patuletin 7-Glukosid. Dieses 

Beispiel verdeutlicht, dass auch Pigmente, die von Menschen unter Umständen nicht wahr-

genommen werden, eine wichtige Funktion in der Blütenökologie besitzen.  

Drei verschiedene Farbstoffgruppen treten in Blüten von Angiospermen auf, wenn man 

Chlorophyll in bezug auf die Blütenfarbe vernachlässigt: Betalaine, Carotinoide und Flavo-

noide. Betalaine und Flavonoide sind Vakuolenfarbstoffe (chymotrope Farbstoffe), d.h. sie 

sind bis auf wenige Ausnahmen im Zellsaft der Vakuole gelöst. Carotinoide treten norma-

lerweise in Chromatophoren (Chloro- und Chromoplasten) auf.  

Betalaine sind stickstoffhaltige Farbstoffe, die sich von der Betalaminsäure ableiten, deren 

Biosynthese aus Tyrosin über Dihydroxyphenyllanin (DOPA) verläuft. Die einzelnen Ver-

treter der Betalaine unterscheiden sich im Glykosilierungs- und Alkylierungsgrad. Die rot-

violetten Betalaine heißen Betacyane, die gelben Farbstoffe Betaxanthine. Das Vorkom-

men der Betalaine ist charakteristisch für die Ordnung der Nelkenartigen (Centrospermae), 

wo sie die Anthocyane ersetzen. Betalaine treten zusammen mit ungefärbten Flavonoiden, 

aber nie mit Anthocyanen auf.     

Carotinoide, die aufgrund ihrer Fettlöslichkeit auch Lipochrome genannt werden, kommen 

vornehmlich in den Membranen von Chromatophoren vor, können aber auch in Plastoglo-

buli (Lipidtropfen) oder als Kristalle vorliegen. Carotinoide gehören zur Naturstoffgruppe 

der Isoprenoide, die aus Isopren-Einheiten (C5H8, Methylbutadien) aufgebaut sind. Ihre 

Synthese verläuft zunächst über den allgemeinen Isoprenoidbiosyntheseweg bis zum C20-

Körper Geranylgeranylphosphat. Aus zwei dieser  C20-Körper wird der C40-Grundkörper 

der Carotinoide synthetisiert, der zu der Klasse der Tetraterpene gehört (1 Terpeneinheit = 

2 Isopreneinheiten). Die gelborangen bis purpurroten Carotinoide absorbieren, wie ihre 

Farbe erkennen lässt, im Blau- und im UV-Bereich des Spektrums. Sie dienen daher als 

�Antennenpigmente�, d.h. sie übertragen bei der Photosynthese die im Blaubereich absor-

bierte Anregungsenergie auf das Chlorophyll. Außerdem schützen sie den Photosynthese-

apparat, insbesondere durch den Xantophyllzyklus, vor Photooxidation. In vielen gelben 

und einigen roten Blüten stellen sie z.T. das einzige Blütenpigment dar, sie treten aber 

auch häufig mit Anthocyanen und anderen Flavonoiden auf und erzeugen mit diesen gelbe, 

orange, scharlachrote und braune Blüten. 
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Flavonoide stellen die wichtigste und am weitesten verbreitete Gruppe von Blütenfarbstof-

fen dar. Neben den Anthocyanen (siehe folgendes Kapitel A.2.1), welche die Grundfär-

bung der Blüten am stärksten festlegen, sind auch farblose und weniger intensiv gefärbte 

Flavonoide für die Blütenfärbung von großer Bedeutung. So können Chalkone und Aurone 

Blüten eine gelbe bis orange Färbung verleihen, obwohl intensive gelbe Farbtöne von 

Blüten zumeist auf Carotinoide zurückzuführen sind. Von größerer Bedeutung ist die 

Funktion der wenig oder nicht gefärbten Flavonoide für die Copigmentierung der Antho-

cyane Außerdem dienen sie als UV-absorbierende Pigmente zur Anlockung vieler Insekten 

(s.o.). Eine Übersicht über die wichtigsten Flavonoidklassen und die Darstellung des allge-

meinen Flavonoidbiosynthesewegs sind in Kapitel A.1 und A.1.1 beschrieben.  

 

 

 

A.2.1 Anthocyane 
 

Anthocyane (v. gr. anthos = Blüte, Blume; kyanos = blauer Farbstoff) sind die wichtigsten, 

für das menschliche Auge sichtbaren Blütenpigmente. Sie stellen die wasserlöslichen und 

chemisch stabilen Glykoside und Acylglykoside der chemisch instabilen Anthocyanidine 

dar. Die meisten roten bis blauen Farbtöne in höheren Pflanzen werden durch Anthocyane 

erzeugt (Dooner et al., 1991). Sie kommen ebenso in vielen weiteren Pflanzengeweben 

vor, wo sie wie die anderen Flavonoidklassen vielfältige Funktionen übernehmen (siehe 

A.1.1). Gewöhnlich treten Anthocyane gelöst in der Vakuole auf. Bei lichtabhängiger 

Anthocyanakkumulation sind sie gelegentlich auch in sphärischen Vesikeln, den soge-

nannten Anthocyanoplasten, oder in Kristallen lokalisiert (Hemleben, 1981; Strack und 

Wray, 1994). Die Biosynthese der Anthocyane verläuft über den allgemeinen Flavonoidbi-

osyntheseweg (siehe A.1.2), wobei der letzte Schritt von den Leucoanthocyanidinen zu den 

Anthocyanidinen noch nicht restlos aufgeklärt ist. Die chromatophore Aglykon-Form der 

Anthocyane, die Anthocyanidine liegt bei einem pH-Wert < 3 als positiv geladenes, inten-

siv rot gefärbtes Flavylium-Kation vor (Abb. 4). 
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Abb. 4: Grundgerüst der natürlich vorkommenden Anthocyanidine (Flavylium-Kation). 
 

Die Grundstruktur der Flavylium-Chromatophore wird durch Hydroxy-, Methoxy-und O-

Glykosylgruppen modifiziert. Die gewöhnlichen und am weitesten verbreiteten Anthocy-

anidine unterscheiden sich nur im Hydroxylierungsmuster des B-Ringes und in der mögli-

chen Methylierung dieser Hydroxygruppen (Tab. 2). 
 
 
Tab. 2: Substitutionsmuster und Grundfarbton der häufigsten natürlich vorkommenden Anthocyanidine.  
(verändert nach Strack and Wray, 1994) 
 Substitutionsmuster  
Anthocyanidin 3 5 6 7 3� 5� Farbe* 
Pelargonidin (Pg) OH OH H OH H H scharlachrot 
Cyanidin (Cy) OH OH H OH OH H karminrot 
Delphinidin (Dp) OH OH H OH OH OH purpur 
Peonidin (Pn) OH OH H OH OMe H pink 
Petunidin (Pt) OH OH H OH OMe OH rot-purpur 
Malvidin (Mv) OH OH H OH OMe OMe blau-purpur 

*In wässriger Lösung, pH < 3. 
 

Die Hydroxylierung des B-Ringes in der 3�und 5�-Position wird im Verlauf des allgemei-

nen Flavonoidbiosynthesewegs bei einer Vorstufe der Anthocyanidine durch die F3�H und 

die F3�,5�H durchgeführt (siehe A.1.2 und A.1.3). Die B-Ring O-Methylierung von Cyani-

din in 3�-Position und von Delphinidin in 3�- und 5�-Position erfolgt vermutlich aus-

schließlich auf der Ebene der Anthocyanidin 3-O-Glykoside (Forkmann und Heller, 1999). 

Die Farbe, die Anthocyane bzw. Anthocyanidine dem sie enthaltenen Pflanzengewebe 

verleihen, wird in vivo von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Die wichtigsten stellen der 

pH-Wert des Zellsaftes, die Bildung molekularer Komplexe und Komplexbildung mit 

Metallen dar.  

In wässrigen Lösungen entstehen in vitro bei steigendem pH-Wert verschiedene, zuneh-

mend ungefärbte Strukturen, u.a. die Hemiacetal- und Chalkonform  (Brouillard und Dan-

gels, 1994). Neben der Flavylium-, stellen die chinoidalen Strukturen die intensiv gefärb-

ten Formen der Anthocyanidine dar (Abb. 5). 
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Abb. 5: Apigenidin-Strukturen in wässrigen Lösungen bei verschiedenen pH-Werten  (verändert nach 
Brouillard und Dangels, 1994). a) Flavylium-Kation, b) neutrale chinoidale Struktur, c) negativ geladene chi-
noidale Struktur (weitere Erläuterungen, siehe Text). 
 

Abbildung 5 stellt anhand des Beispiels von Apigenidin die drei gefärbten Anthocyanidin-

Strukturen dar. Die Flavylium-Struktur ist bei pH < 3 gewöhnlich rot, die deprotonierte 

neutrale Chinoidal-Struktur ist bei pH 3-6 normalerweise purpurn und die negativ geladene 

Chinoidal-Struktur ist bei pH 6-9 in der Regel blau.  

Ob bei den jeweiligen pH-Werten gefärbte oder ungefärbte Strukturen auftreten, hängt in 

erster Linie von dem Ausmaß der Hydratation des Flavylium-Kations ab, welche die Aus-

bildung der ungefärbten Strukturen verursacht. Die Hydratation des Flavylium-Kations 

wird in vivo durch die Bildung von molekularen Komplexen verhindert bzw. vermindert. 

Die Bildung von molekularen Komplexen verringert die mit dem Solvens in Kontakt ste-

hende Oberfläche der Flavylium-, bzw. der etwas schwächer gefärbten chinoidalen Struk-

turen, wodurch die Hydratation vermindert wird. Ermöglicht wird die Komplexbildung 

durch elektrostatische und dispersive Kräfte, wie Dipol-Dipol-Interaktionen, Wasserstoff-

brückenbindungen, Ladungsaustauch-Interaktionen und bei aromatischen Gruppen durch 

Überlappung der delokalisierten π-Elektronenwolke. Zusätzlich begünstigt wird die Kom-

plexbildung in wässrigen Lösungen durch die Überführung von Wassermolekülen, die zu-

vor an der Hydratisierung des Flavylium-Kations beteiligt waren, in das Wasserstoffbrü-

ckenbindungsnetzwerk dem Solvens (hydrophobe Wechselwirkung). Bei der molekularen 

Komplexbildung sind grundsätzlich vier verschiedene Formen zu unterscheiden: die 

Selbstassoziation, die intramolekulare und intermolekulare Copigmentierung und die Inter-

aktion mit Metallionen.  

Anthocyan-Selbstassoziation tritt bei hohen Anthocyankonzentrationen auf (Goto und 

Kondo, 1991). Die Ausbildung der Selbstassoziation ist bei der neutralen Chinoidal-Form 

stärker ausgeprägt, als bei der Flavylium- und der negativ geladenen Chinoidalform, was 
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mit der elektrostatischen Abstoßung der geladenen Strukturen zu erklären ist. Dies könnte 

auch erklären, warum die durch die neutrale Chinoidal-Struktur verursachten Farbtöne in 

den meisten Vakuolen von Blütenzellen vorherrschen (Brouillard und Dangels, 1994). 

Intramolekulare Copigmentierung kann bei Anthocyanen mit aromatischen Acylgruppen, 

insbesondere bei polyacylierten Strukturen, beobachtet werden. Die Acylgruppen von ver-

schiedenen Zimtsäuren, wie z.B. Kaffee-, Cumar- und Ferulasäure, sind dabei mit den 

Glykosylgruppen der glykolisierten Anthocyane verestert. Die intramolekulare Copigmen-

tierung ist im Gegensatz zur Selbstassoziation konzentrationsunabhängig.  Die Beteiligung 

der aromatischen Acylgruppen an der Stabilisierung der färbenden Strukturen konnte da-

durch gezeigt werden, dass nach der hydrolytischen Abspaltung der aromatischen 

Acylgruppen eine sofortige Hydratation zu ungefärbten Strukturen auftrat. Es wird davon 

ausgegangen, dass die Acylgruppen sich in Form einer intramolekularen �Sandwichstruk-

tur� oberhalb und unterhalb des Pyrilium-Rings anlagern und diesen somit vor der nukle-

ophilen Attacke des Wassers schützen. Daneben werden auch Formen in Betracht gezogen, 

die nicht durch eine Sandwichstruktur, sondern durch eine Stapelung bzw. Schichtung der 

Acylgruppen zwischen die Anthocyane (engl. stacking), verursacht wird (Goto und Kondo, 

1991). 

Intermolekulare Copigmentierung stellt bei der Pigmentierung von anthocyanhaltigen 

Blüten, neben dem pH-Wert, möglicherweise den wichtigsten Einzelfaktor dar (Brouillard 

und Dangels, 1994). Bei der Komplexbildung zwischen Anthocyan und Copigment treten 

zwei die Farbe des Anthocyans beeinflussende Phänomene auf. Zum einen wird durch die 

Stabilisierung der gefärbten Strukturen die Absorption der Chromatophore vom UV- in 

den sichtbaren Spektralbereich verschoben (Hyperchromer Effekt), zum anderen erfolgt 

eine Verlagerung des Absorptionsmaximums innerhalb des sichtbaren Spektralbereichs zu 

längerwelligem Licht  (Bathochronismus), was die Farbe der Pigmente zum bläulichen hin 

verschiebt (blue shift). Viele strukturell verschiedene Moleküle, insbesondere natürlich 

vorkommende, wie Polyphenole, Flavonoide, Alkaloide, Basen der Nukleinsäuren und 

Aminosäuren, können als Copigmente fungieren. Intermolekulare Copigmentierung von 

Anthocyanen führt zu einer Stabilisierung der gefärbten Anthocyan-Strukturen und schützt 

diese, wie die intramolekulare Copigmentierung und die Selbstassoziation der Anthocyane, 

vor dem nukleophilen Angriff des Wassers. So wurde beispielsweise bei der Copigmentie-

rung von Malvin durch Chlorogensäure in wässrigen Lösungen bei einem pH-Wert von 

3,6, bei dem weniger als 10 % der Anthocyane in einer gefärbten Struktur vorliegen, nach 
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Zugabe eines Überschusses des Copigments ein spektakulärer 20-30igfacher Anstieg der 

Absorption im sichtbaren Spektralbereich beobachtet. Dass dieser Effekt in erster Linie auf 

die Stabilisierung der gefärbten Strukturen zurückzuführen ist, zeigt der vergleichsweise 

geringe Effekt, den die Zugabe von ungefärbter Chlorogensäure bei einem pH-Wert  < 1 

verursacht, bei dem hauptsächlich gefärbte Strukturen des Anthocyans vorherrschen. Ne-

ben dem pH-Wert besitzt vor allem die Temperatur einen entscheidenden Einfluss auf das 

Ausmaß der Copigmentierung. Während es bei Malvin-Chlorogensäure-Komplexen in 

leicht sauren, wässrigen Lösungen bei Temperaturerhöhung zur drastischen Abnahme der 

Farbintensität kommt, zeigen entsprechende Malvinlösungen ohne Chlorogensäure in ei-

nem Temperaturbereich von 10-60 °C keinerlei Effekte. Ob und wie stark die Farbe einer 

Blüte in vivo durch Copigmentierung beeinflusst wird, kann daher mit einem leichten Ex-

periment untersucht werden. Man inkubiert eine Blüte nur für kurze Zeit im Kühlschrank 

und vergleicht sie danach mit einer ungekühlten. Sollte die gekühlte Blüte nun einen 

dunkleren Farbton aufweisen als die ungekühlte, ist dies ein guter Anhaltspunkt dafür, dass 

die Färbung dieser Blüte durch Copigmentierung beeinflusst wird (Brouillard   und Dan-

gels, 1992 und 1994). Die starke Temperaturabhängigkeit von intramolekularer Copig-

mentierung ist damit zu erklären, dass die durch steigende Temperaturen bedingte Entro-

pieerhöhung die schwachen intermolekularen Bindungen zwischen Pigment und Copig-

ment auflöst und der Komplex zerfällt.  

Da die intermolekulare Copigmentierung auf den gleichen Mechanismen beruht wie die 

intramolekulare (siehe oben), fungieren auch viele natürliche Moleküle mit aromatischen 

Ringsystemen als effektive Copigmente. Auch planare heterocyclische Verbindungen mit 

konjugierten Doppelbindungen können als Copigmente dienen. So konnte Copigmentie-

rung von Malvin auch mit Koffein und Adenosin gezeigt werden. Beim Vergleich der bei-

den Purinverbindungen mit  Chlorogensäure zeigte sich, dass sowohl Koffein als auch 

Adenosin stärkere Komplexe mit der neutralen Chinoidal-Struktur als mit der positiv gela-

denen Flavylium-Struktur  bildeten. Chlorogensäure hingegen bildete stärkere Komplexe 

mit der Flavylium-Struktur als mit der neutralen Chinoidal-Struktur, und die schwächsten 

Komplexe mit der negativ geladenen Chinoidal-Struktur (Wigand et al., 1992; Broulliard 

und Dangels, 1994). Dies ist mit den Ladungszuständen der einzelnen Moleküle bei den 

entsprechenden pH-Werten zu erklären und zeigt, dass bei unterschiedlichen pH-Werten - 

wie sie in den Vakuolen von verschiedenen Pflanzen vorliegen können - unterschiedlich 

gefärbte Strukturen von entsprechend dazu geeigneten Molekülen copigmentiert werden.  
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Innerhalb der Flavonoide stellen vor allem die Flavonolglykoside, wie z.B. Rutin (Querce-

tin 3-O-rutinosid), höchst effektive Copigmente dar (Brouillard et al., 1989; Brushi et al., 

1999). Häufig fungieren auch Flavone und Flavoglykoside, die häufig eine Farbverschie-

bung zu blauen Farbtönen hin bewirken (blue shift, siehe oben), und weitere Flavonoide 

bzw. Polyphenole als Copigmente (Forkmann, 1991; Davies and Mazza, 1993; Bloor, 

1999). Außer dem pH-Wert und der Temperatur spielt auch das Glykolisierungs-muster 

der Anthocyane und der Copigmente bei der intramolekularen Copigmentierung eine 

wichtige Rolle (Goto und Kondo, 1991; Schwinn et al., 1997; Bloor, 1999).  

Interaktionen mit Metallen treten vor allem in blauen Blüten auf. Bevorzugt als Chelat-

komplexe zwischen Anthocyanen, die am B-Ring eine Catecholgruppe tragen (Catechol = 

o-Dihydroxybenzol), d.h. die am B-Ring mindestens zwei Hydroxylgruppen besitzen, und 

dreiwertige Eisen- und Aluminiumkationen. Anthocyane in blauen Blüten müssen jedoch 

nicht notwendiger Weise über Catecholgruppen verfügen, treten aber immer gemeinsam 

mit Flavonen auf, die als starke Copigmente bekannt sind (Harborne, 1976). Es kann daher 

davon ausgegangen werden, dass die Farbe in blauen Blüten durch die Interaktionen der 

Anthocyane mit Metallen und durch Copigmentierung, insbesondere durch Flavone, er-

zeugt wird (siehe oben). Die Rolle der Metallionen besteht dabei darin, dass sie die Pig-

ment-Copigment-Interaktionen verstärken und/oder zu höheren Assoziationsraten der 

Komponenten führen (Brouillard und Dangels, 1994). Das wohl bekannteste Beispiel für 

das Auftreten von blauen Blüten durch Metall-Pigment-Copigment-Komplexe stellen die 

blauen Blüte der Hortensie (Hydrangea macrophylla) dar (Asen et al., 1963; Takeda et al., 

1985). In diesem Fall ist das farbbestimmende Anthocyan Delphinidin 3-Glukosid und als 

Copigmente fungieren 3-p-Cumaroylchinasäure und 3-Kaffeoylchinasäure. Dabei konju-

giert das Aluminium mit der ortho-Dihydroxy-Gruppe des Anthocyan-B-Rings und der 

Carboxyl- und α-Hydroxy-Gruppe der jeweiligen Chinasäure (Takeda et al., 1990). Neben 

Eisen- und Aluminium-Komplexen sind auch blaue Farbstoffkomplexe mit Mg+2 bekannt, 

wie zum Beispiel bei Commelina-Blüten, in denen das Anthocyan mit einem Flavon und 

mit Mg+2-Ionen komplexiert in einem Verhältnis von 4 : 4 : 2 vorliegt (Forkmann, 1991). 

Ein Beispiel für die Interaktionen von zwei verschiedenen Metallionen zeigt die Komple-

xierung von jeweils sechs Cyanidin 3-(6″-succinylGlukosid)-5-Glukosid- und sechs Apige-

nin 4´-(6″-malonylGlukosid)-7-Glukosidmolekülen mit jeweils einem Eisen- und einem 

Magnesiumkation in den tiefblauen Blüten der Kornblume (Centaurea cyanus [Strack und 

Wray, 1994]). 
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A.3 Cytochrom P450-Enzyme 
 

Unter Cytochrom P450-Enzymen (CYP-Enzymen) versteht man Proteine mit einer  Häm-

gruppe als prosthetische Gruppe und einem charakteristischen Absorptionsmaximum bei 

450 nm (daher P = Pigment) der reduzierten, mit Kohlenmonoxid gebundenen Form 

(Omura und Sato, 1964). Im allgemeinen katalysieren CYP-Enzyme Oxidationsreaktionen, 

in denen von molekularem Sauerstoff simultan ein Sauerstoffatom auf ein spezifisches 

Substrat übertragen wird und das andere Sauerstoffatom zu Wasser reduziert wird (Abb. 

6). Man bezeichnet CYP-Enzyme daher auch als mischfunktionelle Monooxygenasen oder 

als Hydroxylasen, weil das eingebaute Sauerstoffatom vom Substrat reduziert wird und in 

der Regel eine Hydroxylgruppe entsteht (Schuler, 1996). Die zur Reduzierung des zweiten 

Sauerstoffatoms zu H2O notwendigen Reduktionsäquivalente werden von NADPH über 

die Cytochrom P450-Reduktase (CPR) auf das Cytochrom P450 übertragen.  

 

 
Abb. 6: Schematische Darstellung der �typischen� von Cytochrom P450-Enzymen katalysierten Reaktion 
(Lehninger, 1993). 
 

Die Cytochrom P450-Reduktase von Eukaryonten ist ein Flavoprotein, das FAD (Flavina-

denindinukleotid) und FMN (Flavinmononukleotid) als prosthetische Gruppen enthält (Iy-

anagi und Mason, 1973). Bei seiner Entdeckung wurde es zunächst für eine in der Leber 

von Säugern vorkommende NADPH-spezifische Cytochrom c-Reduktase gehalten (Hore-

cker, 1950). Spätere Untersuchungen zeigten, dass die CPR im endoplasmatischen Reticu-

lum lokalisiert ist und daher nicht der natürliche Redoxpartner für das, in Mitochondrien 

lokalisierte, Cytochrom c sein konnte (Williams und Kamin, 1962). Lu et al. (1968, 1969) 
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zeigten erstmalig am Beispiel einer mikrosomal gebundenen Fettsäurehydroxylase, dass 

die CPR einen essentiell notwendigen Faktor für die Aktivität von  CYP-Enzymen dar-

stellt. Die Bezeichnung Cytochrom c-Reduktase für die CPR hat sich bis heute hartnäckig 

gehalten. Die zur Reduktion des Sauerstoffs zu Wasser notwendigen Elektronen werden 

vom NADPH auf das FAD, vom FAD auf das FMN und vom FMN schließlich auf das 

CYP-Enzym übertragen (Vermilion et al., 1981; Oprian und Coon, 1982). Es wurden be-

reits zahlreiche CPR-cDNA-Klone isoliert und die entsprechenden Proteine exprimiert. Es 

handelt sich dabei um Proteine mit einer Größe von 506 (Helianthus tuberosus) bis 719 

(Pseudotsuga menziesii) Aminosäureresten (unveröffentlichte Daten aus der Genbank), die 

unspezifisch Elektronen auf Cytochrom b5, Cytochrom c und Cytochrom P450 übertragen 

können. Daher ist ihre Bezeichnung nach der offiziellen  Nomenklatur eher allgemein ge-

fasst: NADPH: ferrihemoprotein Reduktase (EC 1.6.2.4). Neben den Eisenhämproteinen 

werden auch andere Enzyme, wie die ebenfalls im endoplasmatischen Reticulum lokali-

sierten Squalenmonooxygenase (EC 1.14.99.7) und Hämoxygenase (EC 1.14.99.3), von 

der CPR reduziert (Schacter et al., 1972; Enoch und Strittmatter, 1979).  

Über die Mechanismen, die zur Retention eukaryontischer CYP-Enzyme im endoplasmati-

schen Reticulum (ER) führen ist noch wenig bekannt. In Versuchen mit den CYP-Enzy-

men CYP2C1 und CYP2C2 vom Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) konnten zwei unab-

hängige Bereiche gefunden werden, welche als Signale für die Lokalisierung der Enzyme 

im endoplasmatischen Reticulum verantwortlich sind. Dabei ließen sich zuvor cytoplas-

matische Proteine durch Fusionierung von 29 Aminosäuren vom N-Terminus der CYP-En-

zyme im ER akkumulieren. Dabei war die Orientierung des fusionierten Ankers von ent-

scheidender Bedeutung, da die Retention der fusionierten Proteine im ER nur erfolgte, 

wenn der Anker am N-Terminus der cytoplasmatischen Proteine fusioniert wurde. Neben 

dieser relativ kleinen Proteindomäne konnte gezeigt werden, dass auch im cytoplasmati-

schen Anteil der CYP-Enzyme Domänen auftreten, die unabhängig von dem N-terminalen 

Anker als Signale für die Retention im ER dienen. Auch bei pflanzlichen CYP-Enzymen 

konnte ein Bereich mit ca. 20-30 hydrophoben Aminosäuren am N-Terminus als Signalse-

quenz für die Insertion der CYP-Enzyme identifiziert werden, so dass man davon ausgehen 

kann, dass diese Domäne bei eukaryontischen CYP-Enzymen für die Insertion und Reten-

tion im ER von besonderer Bedeutung ist (Ahn et al., 1993; Murakami et al., 1994; 

Szczesna-Skorupa et al., 1995; Halkier, 1997). Die im Cytoplasma gelösten prokaryonti-

schen  CYP-Enzyme werden an dieser Stelle nicht näher behandelt. 
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Die Interaktion zwischen CPR und CYP-Enzym basiert primär auf elektrostatischer Anzie-

hung, obwohl es auch Hinweise auf zusätzliche hydrophobe Wechselwirkungen gibt 

(Tamburini und Schenkman, 1986; Nadler und Strobel, 1991). Zahlreiche Studien zeigten, 

dass CPRs multiple Carboxylgruppen besitzen, die vornehmlich von den Aminosäuren 

Aspartat und Glutamat stammen (Nisimoto, 1986; Nadler und Strobel, 1988). Diese nega-

tiv geladenen Gruppen interagieren mit den basischen Aminosäuren Lysin und Arginin der 

verschiedenen Elektronenakzeptorproteine. CYP-Enzyme scheinen darüber hinaus einen 

Dipol quer durch das Molekül zu formen, mit einer positiven Ladung auf der proximalen 

Seite des Proteins, wo sich die Hämgruppe am nächsten zur Proteinoberfläche befindet 

(Hasemann et al., 1995). Bei Bakterien treten Proteine auf, die die Funktion der CPR und 

eines CYP-Enzyms in einem einzelnen Enzym vereinigen. Bei dem CYP BM-3 aus Bacil-

lus megaterium  handelt es sich um eine 119 kD große Fettsäurehydroxylase, die aus einem 

CYP- und einem CPR-Anteil aufgebaut ist (Daff et al., 1997). Die FAD und FMN enthal-

tenden Domänen zeigen dabei hohe Homologien mit eukaryontischen CPRs (Govindaraj 

und Poulos, 1997). Die FMN enthaltende Domäne von eukaryontischen CPRs zeigt ihrer-

seits hohe Homologien zu dem in Bakterien vorkommenden Flavodoxin, während die 

FAD-Domäne hohe Homologie mit der Ferredoxin-Reduktase aus Spinat (Spinacia olera-

ceae) zeigt. Dies legt die Vermutung nahe, dass die eukaryontischen CPRs durch die 

Fusionierung von zwei Genen entstanden sein könnten, die zuvor Flavodoxin und Ferredo-

xin-Reduktase ähnliche Proteine codierten (Porter und Kasper, 1986). Das CYP BM-3 aus 

Bacillus megaterium  könnte demnach, mit dem zusätzlich dazu kommenden Hämprotein-

Anteil, durch die Fusionierung von wenigstens drei einzelnen Genen entstanden sein (Go-

vindaraj und Poulos, 1997). Neben dem Elektronentransfer von NADPH über die CPR auf 

CYP-Enzyme, gibt es Anhaltspunkte für die Beteiligung weiterer membrangebundener 

Elektronentransportkomponenten, insbesondere von Cytochrom b5 und NADPH-Cyto-

chrom b5-Reduktase (Durst, 1991). 

CYP-Enzyme wurden als erstes in Mikrosomen (siehe auch B.6.1) aus der Leber von Rat-

ten entdeckt (Garfinkel, 1958; Klingenberg, 1958). Annährend 10 Jahre später wurde das 

erste CYP-Enzym in Bakterien entdeckt, kurz darauf in Pflanzen (Frear et al., 1969; Mur-

phy and West, 1969). Seitdem sind mehr als 750 CYP-Gene kloniert worden (inkl. Frag-

mente), wobei pflanzliche CYP-Gene (siehe A.3.1) mit über 500 identifizierten Klonen bei 

weitem überwiegen (Dr. David Nelsons Homepage: http://drnelson.utmem.edu/-nel-

sonhomepage.html).  

http://drnelson.utmem.edu/-nelsonhomepage.html
http://drnelson.utmem.edu/-nelsonhomepage.html
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Die entsprechenden Proteine haben eine Größe zwischen 45 und 65 kD (Mansuy, 1998). 

Die Hämgruppe (b-Typ = Ferriprotoporphyrin IX) ist bei CYP-Enzymen über einen 

Cysteinrest kovalent mit dem Apoprotein verbunden. Zur Bezeichnung von CYP-Genen 

und Proteinen setzt sich folgende Nomenklatur zunehmend durch (Nebert und Nelson, 

1991):  

 
Tab. 3: Nomenklatur bei Cytochrome P450-Proteinen und -Nukleinsäuren   

Kategorie  Symbol 

Superfamilie CYP1, CYP2, Cyp3a, Cyp3b 

Familie 1. Arabische Ziffer 

Unterfamilie Lateinischer Großbuchstabe 

Individuelle Nummer 2. Arabische Ziffer 

1 = mRNA und Protein, 2 = Gene und cDNA, 3a+b = spezielle Schreibweise für Proteine  
und Nukleinsäuren aus Mäusen. 
 

Beispiel: CYP75A1 Flavonoid 3�,5�-Hydroxylase von Petunia hybrida (Protein oder mRNA). 

 

Maßgeblich für die Klassifizierung ist dabei der Sequenzvergleich der codierenden 

Nukleotidsequenzen. Die Sequenzhomologie zwischen einzelnen Mitgliedern der stark di-

vergierenden Superfamilie kann unter 20 % liegen. Bei > 40 %iger Homologie spricht man 

von einer Familie, bei > 55 %iger Homologie von einer Unterfamilie und bei > 97 %iger 

Homologie von allelischen Varianten. Eine einheitliche EC (Enzyme Commission) Num-

mer für CYP-Enzyme gibt es aufgrund der Vielfalt der von ihnen katalysierten Reaktionen 

nicht. Fast alle gehören zu Klasse 1, den Oxidoreduktasen. Die meisten von diesen sind als 

unspezifische Monooxygenasen mit der EC Nummer 1.14.14 klassifiziert. 

Der Reaktionsmechanismus (Abb. 7) der von CYP-Enzymen durchgeführten als typisch 

bezeichneten Reaktion RH + O2 + 2H+ + 2e- → ROH +H2O gilt als weitgehend aufgeklärt 

(Dolphin, 1985; Lewis, 1996; Halkier, 1997).  

Neben der, von CYP-Enzymen am häufigsten durchgeführten, spezifischen C-Hydroxylie-

rung organischer Substanzen, sind zahlreiche weitere, von CYP-Enzymen katalysierte, Re-

doxreaktionen bekannt. Unter anderem katalysieren CYP-Enzyme Hydroxylierungen von 

Heteroatomen, Epoxidierungen, Sulfoxidierungen, Dehalogenierungen, -aminierungen, -

alkylierungen, -methylierungen etc. (Song et al., 1993; Groves und Han, 1995; Ortiz de 

Montellano, 1995; Lewis, 1996). Die große Vielfalt von katalysierten Reaktionen macht 

diese Enzymklasse daher so ungewöhnlich interessant für die Wissenschaft und insbeson-

dere für die Pharmaindustrie.  
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Abb. 7: Katalytischer Zyklus der �typischen� Cytochrom P450-Reaktion. 1) Substratbindung, das Binden 
des Substrats verringert das Redoxpotential um ca. 100 mV, was zu einem erleichterten Elektronenfluss vom 
Elektronendonator (NADPH) führt. 2) Erste Reduktion, Reduktion des Fe+3 zu Fe+2 durch einen Elektronen-
transfer von NADPH über CPR zum CYP. 3) Sauerstoffbindung, Sauerstoff bindet zunächst schnell an das 
Fe+2 und bildet einen Fe+2―O2 Komplex, der eine langsame Konversion zum stabileren Fe+3―O2

- Komplex 
vollzieht. 4) Zweite Reduktion, durch einen weiteren Elektronentransfer wird ein Fe+3―O2

2- Komplex gebil-
det. 5) Spaltung des molekularen Sauerstoffs, O2

2- reagiert mit Protonen aus der umgebenden Lösung, die 
O―O Bindung wird gespalten, H2O entsteht und es bleibt ein (Fe―O)3+

 Komplex zurück. 6) Sauerstoff-
übertragung, das eisengebundene Sauerstoff wird auf das Substrat übertragen, wobei eine Hydroxylgruppe 
entsteht. 7) Substratfreisetzung, Freisetzung des hydroxylierten Substrats und Wiederherstellung des Aus-
gangszustands. Die mit gestrichelten Linien umrandeten Reaktionen gelten als die geschwindigkeitslimitie-
renden (verändert nach Levis, 1996).  

 

Neben ihren Funktionen im Primärstoffwechsel dienen sie in tierischen Organismen vor 

allem der Entgiftung von Xenobiotika. Dabei steht die Überführung von zunächst wasser-

unlöslichen �Fremdsubstanzen� in wasserlösliche und damit eliminierbare Substanzen 

durch  Hydroxylierung im Vordergrund. Zum Teil werden dabei zunächst verhältnismäßig 

untoxische Substanzen in toxische umgewandelt, welche das Detoxifizierungssystem wie-

derum belasten (Lehninger, 1993; Gonzalez, 1994 und 1998; Lock und Reed, 1998). Mitt-

lerweile gibt es nahezu unzählig viele Veröffentlichungen, die sich mit der Wechselwir-

kung von Drogen, Medikamenten und Umweltgiften aller Art mit CYP-Enzymen und -

Genen befassen (Sligar et al., 1984; Guengerich, 1990; Cholerton et al., 1992; Strobel et 

al., 1997). 
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Wenn man darüber hinaus z.B. die Bedeutung von CYP-Enzymen bei der Resistenz man-

cher Insekten gegen Insektizide (Hodgson et al., 1993) oder den Abbau von organischen 

Xenobiotika in aquatischen Ökosystemen bedenkt (Livingstone, 1998), kann man annä-

hernd erahnen, welches enorme wirtschaftliche, ökologische und gesellschaftspolitische 

Potential sich in der Erforschung und in der Nutzung dieser Enzymfamilie verbirgt.      

 

 

A.3.1 Pflanzliche Cytochrom P450 
 

Ungefähr zwei Drittel aller klonierten CYP-Gene wurden aus Pflanzen isoliert (siehe A.3). 

Dieser große Anteil von pflanzlichen CYP-Genen macht die besondere Bedeutung dieser 

Enzymfamilie für Pflanzen deutlich. Während tierische CYP-Enzyme vorwiegend zur Ent-

giftung und Ausscheidung von Xenobiotika beitragen, sind CYP-Enzyme in Pflanzen an 

zahlreichen, zum Teil essentiellen Stoffwechselwegen, beteiligt. Dementsprechend groß ist 

ihre Zahl innerhalb einer Pflanzenart. Pflanzliche CYP-Enzyme sind unter anderem am 

Stoffwechsel von Fettsäuren, Phenylpropanoiden, Terpenoiden, Alkaloiden und cyano-

genen Glukosiden beteiligt, um nur die wichtigsten endogenen Substrate zu nennen.  Frü-

here Schätzungen gingen z.B. bei Catharanthus roseus von mehr als 14 verschiedenen 

CYP-Enzymen aus (Meijer et al., 1993).  

Einige Jahre später schätzten Holton und Lester die Anzahl von verschiedenen CYP-En-

zymen bei der Petunie schon auf ca. 60 (Holton und Lester, 1996). Am Beispiel der Acker-

Schmalwand (Arabidopsis thaliana), aus der bisher 269 CYP-Sequenzen, davon 244 �full-

length�, in 45 verschiedenen Familien isoliert wurden (Stand August 2000, Dr. David Nel-

sons Homepage: http://drnelson.utmem.edu/-nelsonhomepage.html), lässt sich leicht erken-

nen, dass die bisherigen Schätzungen weit unter der tatsächlichen Anzahl an verschiedenen 

CYP-Genen bzw. -Enzymen innerhalb einer Pflanzenart liegen. Diese �Fehleinschätzung� 

lässt sich damit erklären, dass die wenigsten CYP-Gene konstitutiv exprimiert werden 

(Durst und O�Keefe, 1995), sondern nur in gewissen Stadien der Ontogenese, oder durch 

äußere Reize, exprimiert werden. CYP-Enzyme, die beispielsweise an der Terpenoid-

synthese (Hallahan et al., 1995; Lupien et al., 1995), der Alkaloidsynthese (De-Eknamkul 

et al., 1992; Kutchan, 1995; Kammerer et al., 1994; Nasreen et al., 1996), oder der Flavo-

noidbiosynthese (Holton, 1993) beteiligt sind, werden nur in bestimmten Entwicklungssta-

dien der Pflanze, bzw. des betroffenen Pflanzengewebes, exprimiert.  

http://drnelson.utmem.edu/-nelsonhomepage.html
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Andere CYP-Enzyme werden durch Reize wie UV-Bestrahlung (Kato et al., 1994), Ver-

wundung (Frank et al., 1996), Pathogenbefall (Bolwell et al., 1994) oder Xenobiotika in-

duziert (Frear, 1995). Dagegen werden CYP-Enzyme, die an der Ligninbiosynthese betei-

ligt sind, wie die Zimtsäure 4-Hydroxylase oder die Ferulat 5-Hydroxylase, konstitutiv 

exprimiert (Meyer et al., 1996; Ye and Varner, 1996). Ebenso wie bei tierischen und bakte-

riellen CYP-Enzymen stellt auch bei den pflanzlichen CYP-Enzymen die C-Hydroxylie-

rung organischer Verbindungen die am häufigsten katalysierte Reaktion dar (siehe auch 

A.3). Daneben werden aber auch zahlreiche weitere Reaktionen, wie z.B. Epoxidierung 

(Schuler, 1996), oxidative Dealkylierung (Frear, 1995) oder Phenol-Kopplung (Stadler et 

al., 1993) von pflanzlichen CYP-Enzymen durchgeführt.  

 

Die vielfältigen Funktionen und Charakteristika pflanzlicher CYP-Enzyme sind Gegen-

stand zahlreicher Reviews, welche sich ausschließlich mit pflanzlichen CYP-Enzymen 

bzw. �Genen befassen (Donaldson and Luster, 1991; Bolwell et al., 1994; Durst und Nel-

son, 1995; Nelson et al., 1996; Schuler, 1996; Nelson, 1999). Grundsätzlich lassen sich 

CYP-Enzyme in zwei verschiedene Gruppen einteilen, wobei innerhalb beider Gruppen 

immer mehr Ausnahmen auftreten.  

Die Vertreter der Gruppe A gehen im phylogenetischen Stammbaum aus dem gleichen 

Nebenast hervor und stammen möglicherweise von einem gemeinsamen Vorfahren ab.  

Die Familien der Gruppe B gehen aus verschiedenen Seitenästen hervor und scheinen von 

einem einzelnen gemeinsamen Vorfahren abzustammen. Während die A-Gruppe hohe 

Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der einzelnen Familien aufweist, zeigen die Fami-

lien der B-Gruppe zum Teil höhere Verwandtschaftsgrade gegenüber tierischen, bakteriel-

len und Pilz-Familien als zu irgendeiner pflanzlichen CYP-Familie. Vermutlich bildeten 

sich die pflanzlichen CYP-Genfamilien der B-Gruppe vor der entwicklungsgeschichtlichen 

Separation von Pflanzen, Pilzen und Tieren.  

 

Innerhalb der Aminosäuresequenz von pflanzlichen CYP-Enzymen, insbesondere der A-

Gruppe, treten 4 verhältnismäßig stark konservierte Domänen auf (Abb. 8). Die höchst 

konservierte Domäne D [PFGXGRRXCXG] befindet sich ca. 15 % vom C-Ende entfernt 

und stellt die Hämbindungsregion dar. Das kovalent mit der Häm-Gruppe verbundene 

Cystein ist dabei von Aminosäuren umgeben, deren Konsensussequenz in dieser Form nur 

bei pflanzlichen CYP-Enzymen der A-Gruppe auftritt (Durst und Nelson, 1995).  
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Die Funktionen der weiter �upstream� liegenden Domänen B und C sind bisher noch nicht 

geklärt. Bei der am nächsten zum N-Terminus befindlichen A-Domäne geht man hier von 

der Funktion als Sauerstoffbindungsregion aus. Die Konsensussequenz 

[(A/G)GX(D/E)T(T/S)] dieser Domäne wurde anhand von dreidimensionalen Strukturmo-

dellen bakterieller CYP-Enzyme als Teil eines mutmaßlichen I-Helix-Bereichs identifiziert 

und befindet sich normaler- weise etwa 60 % unterhalb des N-Terminus (Halkier, 1997). 

Neben diesen 4 Proteindomänen treten außerdem zwei weitere Regionen mit häufig vor-

kommenden Abfolgen bestimmter Aminosäuren auf. Dabei handelt es sich zum einem um 

die ersten 20-30 Aminosäuren am N-Terminus, die sich überwiegend aus hydrophoben 

Aminosäuren zusammensetzen und vermutlich als Membrananker dienen. Unmittelbar an 

diese Anchor-Sequenz schließt sich die zweite konservierte Region an, die durch das häu-

fige Auftreten der Aminosäure Prolin gekennzeichnet ist und die Verbindung zwischen 

dem membranintegrierten und dem cytoplasmatischen Anteil des Enzyms darstellt. Außer 

den erwähnten Bereichen zeichnen sich pflanzliche CYP-Enzyme durch eine große struk-

turelle Vielgestaltigkeit aus. 
 
 
 
 

 

 

 
hydrophober Membrananker  
 
                                                                               Domäne 
 N-    A B C D  -C 

 
 
       prolinreiche Region          Sauerstoffbindungsdomäne        Hämbindungsdomäne 
          GGXDTT**           PFGXGRRXCXG 

     A  E S 
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arstellung charakteristischer Strukturelemente in der Aminosäuresequenz pflanzli-
zyme der A-Gruppe .(Erläuterungen, siehe Text). 
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A.4 Zielsetzung der Arbeit 
 

Mit über 6400 bekannten Verbindungen stellen die Flavonoide eine sehr große Naturstoff-

gruppe dar, deren Vertreter zahlreiche wichtige Aufgaben innerhalb der Pflanzen erfüllen 

und darüber hinaus auch wichtige Eigenschaften für andere Organismen besitzen (siehe 

A.1.1). 

Innerhalb der jeweiligen Flavonoidklassen unterscheiden sich die einzelnen Flavonoide 

durch das Substitutionsmuster des A-, B- und des C-Ringes. Bei dem Substitutionsmuster 

des B-Ringes besitzen die F3�H und die F3�,5�H eine Schlüsselfunktion. Durch die von 

diesen Enzymen durchgeführten 3�- und 3�,5�-Hydroxylierungen wird die Blütenfarbe in 

entscheidender Weise beeinflusst (siehe A.2.1). Darüber hinaus ermöglichen die von ihnen 

katalysierten Hydroxylierungen alle weiteren Modifikationen, wie Methylierung, Glykosy-

lierung und nachfolgende Acylierung, des Zuckerrestes an diesen Positionen.  

Aufgrund früherer biochemischer Untersuchungen konnten die F3�H und die F3�,5�H als 

P450-Enzyme identifiziert werden (siehe A.1.3). Im Rahmen dieser Arbeit sollte jeweils 

ein cDNA-Klon der F3�H und der F3�,5�H isoliert werden. Dabei sollten mit Hilfe zweier 

bereits bekannter F3�,5�H-Gensequenzen aus Petunia hybrida F3�,5�H-spezifische DNA-

Fragmente durch RT-PCR gewonnen werden, um damit verschiedene bereits vorhandene 

cDNA-Bibliotheken von Pflanzen mit F3�H- und/oder F3�,5�H-Aktivität zu �screenen�. 

Aufgrund der hohen funktionellen Ähnlichkeit und der Zugehörigkeit beider Enzyme zu 

den Cytochrom P450-Enzymen wurde dabei davon ausgegangen, dass auch F3�H-Gene, 

von denen bislang noch keines kloniert werden konnte, bei dem Screening mit einer 

F3�,5�H-spezifischen DNA-Sonde erfasst werden.  

Parallel dazu sollte mit Cytochrom P450-spezifischen PCR-Primern versucht werden, 

F3�H- und F3�,5�H-spezifische Fragmente aus verschiedenen Pflanzen mit F3�H- und/oder 

F3�,5�H-Aktivität durch RT-PCR zu isolieren.  

Des Weiteren sollte aus chemogenetisch definierten Linien von Matthiola incana durch 

Verwendung einer differentiellen Screening-Methode ein F3�H-spezifisches cDNA-Frag-

ment isoliert werden. 

Nach der Verifikation der gewonnenen Fragmente, sollten die entsprechenden �full-length� 

cDNA-Klone durch verschiedene RACE-Methoden generiert und anschließend durch hete-

rologe Genexpression in Hefe charakterisiert werden. 
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B. Material und Methoden 

 

B.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Enzyme und Radioisotope 
 

Die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden soweit nicht anders be-

schrieben von folgenden Firmen bezogen: 

 

Zefa Laborservice (München) http://www.zefa-laborservice.de/ 

Sigma-Aldrich (Deisenhofen) http://www.sial.com/      

Fluka (Neu-Ulm) http://www.fluka.de/   

Merck (Darmstadt) http://www.merck.de/   

Roth (Karlsruhe) http://www.carl-roth.de/ 

Biorad (USA) http://www.bio-rad.com/  

Biozym (USA) http://www.biozym.com/  

Duchefa (Niederlande) http://www.duchefa.com/  

Qiagen (Hilden) http://www.qiagen.com/ 

Schleicher & Schüll (Dassel) http://www.s-und-s.de/  

Difco (USA)  

 

Enzyme wurden soweit nicht anders beschrieben von folgenden Firmen bezogen: 

 

MBI Fermentas (Litauen) http://www.fermentas.com/  

Promega (Mannheim) http://www.promega.com/  

Boehringer (Mannheim) http://biochem.boehringer-mannheim.com/ 

Boehringer (Ingelheim) http://www.boehringer-ingelheim.com/ 

Gibco/BRL (USA) http://www.lifetech.com/    

Invitrogen (Niederlande) http://www.invitrogen.com/  

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)   http://www.apbiotech.com/  

New England Biolabs (USA) http://www.neb.com/   

Stratagene (USA) http://www.stratagene.com/ 

Roche (Schweiz) http://www.roche.com/ 

 

http://www.zefa-laborservice.de/
http://www.sial.com/
http://www.fluka.de/
http://www.merck.de/
http://www.carl-roth.de/
http://www.bio-rad.com/
http://www.biozym.com/
http://www.duchefa.com/
http://www.qiagen.com/
http://www.s-und-s.de/
http://www.fermentas.com/
http://www.promega.com/
http://biochem.boehringer-mannheim.com/
http://www.boehringer-ingelheim.com/
http://www.lifetech.com/
http://www.invitrogen.com/
http://www.apbiotech.com/
http://www.neb.com/
http://www.stratagene.com/
http://www.roche.com/
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Reaktionssysteme und Kits wurden soweit nicht anders beschrieben von folgenden Firmen 

bezogen: 

 

Clontech (USA) http://www.clontech.com/ 

Invitrogen (Niederlande) http://www.invitrogen.com/  

Qiagen (Hilden) http://www.qiagen.com/ 

MBI Fermentas (Litauen) http://www.fermentas.com/  

Boehringer (Mannheim) http://biochem.boehringer-mannheim.com/ 

Biorad (München) http://www.bio-rad.com/  

Gibco/BRL (USA) http://www.lifetech.com/    

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)   http://www.apbiotech.com/  

Invitrogen (Niederlande) http://www.invitrogen.com/  

 

 

 

Folgende Radiochemikalien wurden verwendet: 

 
Tab. 4: Verwendete Radiochemikalien  

Substanz spezifische Aktivität Quelle 

[α-32P] dCTP ~ 3000 Ci/mmol ICN, Meckenheim 

[α-35S] dATP ~ 1000 Ci/mmol ICN, Meckenheim 

[14C] 2-Malonyl-CoA 55 mCi/mmol ARC, ST. Louis, USA 

[14C] Naringenin 200 dpm/µl Eigensynthese vom Lehrstuhl * 

[14C] Dihydrokaempferol 100 dpm/µl Eigensynthese vom Lehrstuhl * 

* Von Dr. Stefan Martens zur Verfügung gestellt. 
 

 

     

 

   

 

 

  

      

 

http://www.clontech.com/
http://www.invitrogen.com/
http://www.qiagen.com/
http://www.fermentas.com/
http://biochem.boehringer-mannheim.com/
http://www.bio-rad.com/
http://www.lifetech.com/
http://www.apbiotech.com/
http://www.invitrogen.com/
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B.2 Pflanzenmaterial 

 

B.2.1 Callistephus chinensis (Sommeraster) 
 

Zur Klonierung eines Flavonoid 3�- bzw. 3�, 5�-Hydroxylase cDNA Klons aus Calliste-

phus chinensis steht am Lehrstuhl für Zierpflanzenbau biochemisch und genetisch gut cha-

rakterisiertes Pflanzenmaterial zur Verfügung. Hiervon wurde die Linie 01 verwendet, aus 

der auch die verwendete cDNA-Genbank erstellt wurde (siehe B.5.4).  

 

 
Abb. 9: Callistephus chinensis (Linie 01) 
 

Bei C. chinensis bestimmt nur ein Gen den Grad der Hydroxylierung des B-Ringes. An 

diesem Locus R liegt vermutlich multiple Allelie vor (Wit, 1937; Forkmann, 1977), so dass 

folgende homozygote Typen auftreten: RR, r´r´ und rr. Bei dem Typ rr finden sich in den 

Blüten vorwiegend Pelargonidin und etwas Cyanidin. In Blüten vom Typ r´r´ vor allem 

Cyanidin und etwas Pelargonidin und Delphinidin. Beim RR Typ größtenteils Delphinidin, 

neben etwas Cyanidin und Spuren von Pelargonidin (Forkmann, 1977). Die verwendete 

Linie 01 stellt einen RR-Typ mit blauen Blüten dar (Abb. 9). Zur Isolation von DNA und 

insbesondere von RNA wurden Petalen von verschiedenen  Blütenstadien geerntet und 

vereinigt. Dabei wurden Blütenstadien berücksichtigt, in denen die Zungenblüte gerade zu 

sehen war bis hin zu Stadien, wo ihre  Pigmentierung gerade eingesetzt hatte und sie 1-1,5 

cm aus dem Blütenkelch ragten.  
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Da vorherige Untersuchungen über Enzyme des Flavonoidbiosynthesewegs bei C. chinen-

sis (Ruhnau-Brich, 1991) und verschiedenen anderen Pflanzen (Stotz, 1983) die höchste 

Aktivität der untersuchten Enzyme innerhalb dieser Stadien zeigten. Somit konnte man da-

von ausgehen, dass zu diesem Zeitpunkt der Ernte die entsprechenden Transkripte der ver-

antwortlichen Gene in besonders großen Mengen vorhanden waren. Die Blüten konnten 

von Anfang August bis ungefähr Mitte Oktober geerntet werden.  

 

 

B.2.2 Matthiola incana (Gartenlevkoje) 
 

Für die Untersuchung von M. incana liegen 16 genetisch und biochemisch gut untersuchte 

Linien zur Verfügung. Diese Linien gehen auf langjährige Züchtung des Lehrstuhles für 

Genetik der Universität Tübingen zurück und sind in bezug auf 4 Anthocyan modifizie-

rende Gene eindeutig genetisch charakterisiert (Seyffert, 1971). Diese vier Loci treten in 

homozygoten Kombinationen gegen einen bezüglich der Blütenfärbung völlig isogenen 

Hintergrund auf (Tab. 5). Das Gen b+ codiert die Flavonoid 3�-Hydroxylase, die am B-

Ring eine Hydroxylgruppe in 3-Position einfügt (Forkmann, 1980). Die Allele l+ , u+ und 

v+ betreffen Modifikationen am Pyranring und am A-Ring (Abb. 2). Dabei ist l+ für Gluko-

sylierung, u+ für Xylosylierung und v+ für Acylierung mit verschiedenen Zimtsäuren ver-

antwortlich  (Seyffert, 1960 und 1982). 

 

 
Abb. 10: Matthiola incana, Linien 01-16. Linien

 

 
Linien 9-16
 -8 
Linien 1
36 

 1-8 mit F3�H-Aktivität, Linien 9-16 ohne F3�H-Aktivität. 
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Drei weitere Gene des Flavonoidbiosynthesewegs liegen in allen 16 Linien homozygot 

dominant vor. Das Gen e+ ist für die Bildung von Flavan 3,4-Diolen aus Dihydroflavono-

len verantwortlich. Gen f+ kontrolliert die Chalkonsynthase (Spribille und Forkmann, 

1981). Die Rolle von Gen g+ ist noch nicht abschließend geklärt, es betrifft die Anthocyan-

synthese nach der Dihydroflavonolbildung (Seyffert, 1962; Heller et al., 1985a und 

1985b). Beim Auftreten von  homozygot rezessiven Allelen eines dieser Gene wird die 

Anthocyanbiosynthese verhindert (Kappert, 1949; Forkmann, 1977). 

 

 
Tab. 5: Charakterisierung homozygoter Genotypen von M. incana 
Linie Genotyp 

e g f     b l u v 

Phänotyp Pigmente 

01 + + +     + + + + dunkelviolett ac Cy-T 
02 + + +     + l + + tief stumpf violett ac Cy-T, ac Cy-B 
03 + + +     + + u + braunviolett ac Cy-T, Cy-T, Cy-D, Cy-M 
04 + + +     + + + v dunkellila ac Cy-T 
05 + + +     + l u + dunkelbraun  ac Cy-B, Cy-B, Cy-M 
06 + + +     + l + v tief stumpf lila ac Cy-B 
07 + + +     + + u v braunlila      Cy-T, Cy-D, Cy-M 
08 + + +     + l u v braun      Cy-B, Cy-M  
09 + + +     b + + + dunkelkarmin ac Pe-T 
10 + + +     b l + + tief stumpf karmin ac Pe-T, ac Pe-B 
11 + + +     b + u v braunkarmin ac Pe-T, Pe-T, Pe-D, Pe-M 
12 + + +     b + + v dunkelrosa ac Pe-T 
13 + + +     b l u +  braun ac Pe-B, Pe-B, Pe-M 
14 + + +     b l + v braunrosa ac Pe-B 
15 + + +     b + u v  braunrosa      Pe-T, Pe-D, Pe-M 
16 + + +     b l u v   braun      Pe-B, Pe-M 

 
 ac = acyliert, Cy = Cyanidin, Pe = Pelargonidin, B = 3-Biosid, T = 3,5-Triglykosid, D = 3,5-DiGlukosid, M = 3-Monosid 

 

Durch frühere Untersuchungen der F3�H-Aktivität bei M. incana war bekannt, dass die 

Hauptaktivität dieses Enzyms bei frühen Blütenstadien auftritt (Stotz, 1983). Daher wurde 

zur Klonierung eines F3�H cDNA Klons aus M. incana eine Mischung von Petalen junger 

Blüten geerntet, die diesen Bereich großzügig abdeckten. Dabei handelte es sich um Blü-

ten, die gerade aufgingen bis hin zu Blüten mit leicht pigmentierten Petalen, die bereits 3-5 

mm aus dem Kelch ragten. Die Ernte des Pflanzenmaterials war ganzjährig möglich, da 

blühende Levkojen problemlos unter Kunstlicht im Gewächshaus zu kultivieren waren.  
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B.2.3 Pelargonium zonale x hybriden (Pelargonien) 
 

Von den zahlreichen dem Lehrstuhl zur Verfügung stehenden Sorten wurde die Sorte Robe 

verwendet. Sie stammt aus dem normalen Handelssortiment der Firma ElsnerPAC Jung-

pflanzen (Dresden). Aufgrund früherer Analysen war die Anthocyanidinzusammensetzung 

in den Blüten dieser Sorte bekannt (Hassenpflug, 1995). Mit Pelargonidin, Cyanidin und 

Delphinidin treten alle Grundstrukturen der Anthocyanidine auf. Außerdem findet man Pe-

onidin, Petunidin und Malvidin, welche die häufig vorkommenden methylierten Anthocy-

anidine darstellen (siehe A.2.1). Von diesen Anthocyanidinen stellen Pelargonidin, Peoni-

din und Malvidin die Hauptpigmente dar, was auf eine hohe Aktivität der F3�- und der 

F3�,5�H schließen lässt. Als Pflanzenmaterial wurden Petalen von jungen noch geschlosse-

nen oder gerade geöffneten Blüten verwendet, da in diesen Stadien die höchste Aktivität 

von Enzymen des Flavonoidbiosynthesewegs beobachtet wurde (Hassenpflug, mündl. 

Mitteilung). Das Pflanzenmaterial wurde vorwiegend im Winter oder im Frühjahr geerntet, 

da es bei im Sommer geerntetem Material durch höhere Konzentration an störenden In-

haltsstoffen zu Problemen bei der RNA-Isolation kam (siehe B.5.1.1). Petalen konnten von 

den im Gewächshaus unter Kunstlicht kultivierten Pflanzen ganzjährig geerntet werden. 

 

 

 
Abb. 11: Pelargonium x zonale, Sorte Robe. 
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B.2.4 Lycianthes rantonnetii (Enzianstrauch) 
 

Die Flavonoidzusammensetzung der Blüten des blau blühenden Lycianthes rantonnetii 

(vormals Solanum rantonnetii) wurde am Lehrstuhl im Rahmen zahlreicher Praktika unter-

sucht. Unter anderem konnte man 3�,5�-hydroxylierte Flavonoide, wie z.B. Delphinidin, 

identifizieren, was auf eine F3�,5�H-Aktivität schließen ließ. Als Pflanzenmaterial wurden 

Petalen von jungen, halbgeschlossenen und nur apikal leicht pigmentierten Blüten verwen-

det. 

 

 
 
Abb. 12: Lycianthes rantonnetii. 
 
 

 

B.2.5 Weitere Pflanzen 
 

Neben den bereits aufgeführten wurden außerdem folgende Pflanzenarten verwendet: 

 

Osteospermum x hybriden (Kapmargerite), Sorte �Dondo� 

Zantedeschia x hybriden, Sorte �Cameo Zalm� 

Hydrangea macrophylla (Hortensie) 

Petunia hybrida (Petunie), Linie V33 und Linie RL01 
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Die beiden erst aufgeführten Arten wurden am Lehrstuhl im Rahmen zweier Diplomarbei-

ten bearbeitet. Bei der Kapmargerite konnte F3�,5�H-Aktivität gefunden werden (Seitz, 

2000), bei Zantedeschia  F3�H-Aktivität (Oswald, 2000). Von Osteospermum wurden un-

gefärbte bis leicht apical gefärbte Petalen verwendet, bei Zantedeschia wurde das gefärbte 

Hochblatt (Spatha), das den Blütenstand umgibt, verwendet. 

 

Bei Hydrangea macrophylla konnte schon früh Delphinidin 3-Glukosid als Hauptpigment 

in den Sepalen identifiziert werden (Asen et al., 1963; Takeda et al., 1985). Dies ließ auf 

eine F3�,5�-Aktivität und auf das Vorhandensein des oder der entsprechenden Gene schlie-

ßen. Geerntet wurden leicht pigmentierte Sepalen von frühen Blütenstadien. 

 

Von Petunia hybrida Linie V33 wurden leicht pigmentierte und geöffnete Sepalen von 

jungen Blüten verwendet. Linie V33 verfügt über die Gene Hf1 und Hf2, welche die 

F3�,5�H-Aktivität bei der Petunie kontrollieren (Wierig, 1974).  

Die zur Transformation von Blütenblättern mit der Partikelkanone (siehe B.5.11) verwen-

dete Linie RL01 trägt die homozygot rezessiven Allele ht1 und hf1 und besitzt daher keine 

F3�- und F3�,5�-H-Aktivität. 

 

 

 

B.3 Bakterienstämme, Phagen  und Plasmide  
 

B.3.1 Bakterienstämme 
 

Zur Klonierung der entsprechenden Plasmide wurden die E. coli Stämme Top 10 und Inv α 

(Invitrogen, Niederlande) verwendet.  

Als Wirtsstamm für die Vermehrung des Bakteriophagen λNM1149 wurde E. coli K12 

POP 13 verwendet. Dieser stellt einen Abkömmling von E. coli K12 POP 101 (Lathe und 

Lecocq, 1977; Murray, 1983) dar und wurde ursprünglich von Frau Dr. V. Pirotta (EMBL, 

Heidelberg) zur Verfügung gestellt. 
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B.3.2 Bakteriophagen 
 

Als Vektor für die cDNA-Bibliothek von Callistephus chinensis diente der Bakteriophage 

λNM1149 (Scherer et al., 1981; Murray, 1983) 

 

 

B.3.3 Plasmide 
 

Die zur Klonierung von DNA-Molekülen verwendeten Plasmide sind mit den wichtigsten 

Parametern in Tabelle 6 dargestellt 

 
Tab. 6: Verwendete Plasmide zur Klonierung von DNA-Molekülen  
Plasmid Größe 

[kb] 
Selektions-
marker 

blau/weiß 
Screening 

T/A 
Cloning 

Sequenzierprimer Prokuktname / 
Hersteller 

pUAG 3,8 Kanamycin 
Ampicillin 

+ + 
U/A 

M 13 
pUAg SEQ-Primer 

The LigATor 
Ingenius 

pUC57/T 2,71 Ampicillin + + M13, pUC InsT/AClone Cloning Kit / 
MBI Fermentas 

pCR®2.1-TOPO® 3,9 Kanamycin 
Ampicillin 

+ + M13, T7 
 

TOPO TA Cloning® KIT / 
Invitrogen 

pCR®4-TOPO® 3,957 Kannamycin 
Ampicillin 

- + M13, T3/T7 TOPO TA Cloning® KIT  
for Sequencing / Invitrogen 

pBluescript® II 
Ks (+) 

2,961 Ampicillin + - M 13, T3/T7,  SK/KS pBluescript® II /  
Stratagene 

 

 

Bei den 4 erstgenannten handelt es sich um Plasmide, die speziell zur Klonierung von 

PCR-Produkten entwickelt wurden. Der letztgenannte diente ausschließlich zur Subklonie-

rung von DNA-Fragmenten. Alle Vektoren verfügen über eine �Multiple Cloning Site� 

(MCS) mit zahlreichen Restriktionsschnittstellen.  

 

Für die Transformation von Blütenblättern mit der Partikelkanone wurde das Plasmid 

pGun verwendet. Dieses Plasmid wurde von Dirk Börstling, Mitarbeiter des Lehrstuhls, 

zur Verfügung gestellt. Dabei handelt es sich um einen 3724 Basenpaar großen Vektor mit 

Ampicillinresistenzgen, einem ori (origin of replication, Replikationsursprung) zur high-

copy Vervielfältigung in E. coli und einem doppelten 35S-Promotor aus dem Blumen-

kohlmosaikvirus vor der multiplen �cloning site�. 
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B.3.4 Anzucht und Transformation von Bakterien 
 

Alle verwendeten Bakterien wurden in LB (Luria-Bertani) Flüssigmedium und Agarplatten 

angezogen. Bei bereits transformierten Bakterien wurde je nach verwendetem Plasmid 

(siehe B.3.3) das entsprechende Antibiotikum zugesetzt. Für die halb- bzw. einstündige 

Vorkultur unmittelbar nach einer Hitzeschocktransformation wurde SOC Medium zur Sta-

bilisierung der Transformation und zur Entwicklung der Antibiotikaresistenz verwendet (s. 

u.). Die Aufzucht von Bakterien in Flüssigkulturen erfolgte bei 37 °C und 200-250 rpm im 

Schüttelinkubator bis die gewünschte Bakteriendichte bzw. das gewünschte Entwicklungs-

stadium erreicht war (i.allg. 8-16 h). Die Aufzucht von Bakterien auf Agarplatten erfolgte 

für die gleiche Zeitdauer und Temperatur im Brutschrank. Nach der Aufzucht können 

Flüssigkulturen und Plattenkulturen für mehrere Monate bei 4 °C gelagert werden. Zur 

mehrjährigen Lagerung müssen Flüssigkulturen mit Glycerin nach Sambrook et al. (1989) 

bei �70 °C eingefroren werden. 

 

LB Flüssigmedium: 

 

Für 1 Liter Medium werden 10 g/l Trypton oder Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl in 

950 ml deionisiertem Wasser gelöst mit NaOH auf  pH 7,0 eingestellt und mit deionisier-

tem Wasser auf 1 Liter aufgefüllt. Anschließend wird das Medium für 20 min bei 121 °C 

autoklaviert. Bei Bedarf erfolgt die Zugabe von 50-100 µg/l Ampicillin oder 50 µg/l Ka-

namycin durch konzentrierte und sterilfiltrierte Stammlösungen nach Abkühlen auf 

Raumtemperatur. Die Lagerung der Medien erfolgt bei Raumtemperatur oder bei 4 °C. 

 

LB Agarplatten: 

 

Zusammsetzung wie bei LB Flüssigmedium, jedoch Zugabe von 15 g Agar/l. Die Zugabe 

von Antibiotika in gleicher Konzentration wie beim Flüssigmedium erfolgt kurz vor dem 

Gießen in Petrischalen bei Erreichen von ca. 55 °C. Bei der Herstellung von Selektions-

platten zum blau/weiß Screening werden 40 µl einer X-Gal-Stammlösung auf die Oberflä-

che der erkalteten Platten aufgebracht und für ca. 15 min getrocknet. Die Platten werden 

bei Raumtemperatur oder bei 4 °C gelagert, bereits mit X-Gal versehene Platten müssen 

lichtgeschützt und bei 4 °C  gelagert werden. 
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Ampicillin und Kanamycin Stammlösungen: 

 

Jeweils 100 mg Ampicillin oder Kanamycin werden in 1 ml deionisiertem Wasser gelöst 

und anschließend sterilfiltriert. Die Lagerung der Stammlösungen erfolgt bei �20 °C: 

 

 

X-Gal-(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galaktopyranosid) Stammlösung: 

 

400 mg X-Gal werden in 10 ml Dimethylformamid gelöst und lichtgeschützt bei �20 °C 

gelagert. 

 

 

SOC Medium: 

 

Für 1 Liter Medium werden 20 g/l Trypton oder Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,6 g/l NaCl, 

0,2 g/l KCl, 1 g/l MgCl2, 3,5 g/l Glukose in deionisiertem Wasser gelöst und 20 min bei 

121 °C autoklaviert, das Medium wird bei Raumtemperatur  oder bei 4 °C gelagert. 

Die Transformation von kompetenten Zellen mit den jeweilig verwendeten Plasmiden 

(siehe B.3.3) erfolgte durch Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad für exakt 30 Sekunden. 

Danach wurden die Bakterien nach Zugabe von SOC Medium 30 Minuten bei Kanamycin-

resistenz und 1 Stunde bei Ampicillinresistenz bei 37 °C im Schüttler inkubiert und auf LB 

Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen. Bei Transformation von 

Plasmiden, die blau/weiß Screening ermöglichen, werden die antibiotikahaltigen LB 

Agarplatten zuvor mit X-Gal versetzt (s.o.). Die Herstellung von chemisch kompetenten 

Zellen erfolgte nach Sambrook et al. (1989) oder nach Angaben der Hersteller. 
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B.4 Hefen und Hefevektoren 
 

B.4.1 Hefestämme  
 

Es wurden vier von Herrn Dr. D. Pompon frei zur Verfügung gestellte und ein kommerziell 

erworbener Hefestamm verwendet.  

 

Bei den Hefestämmen von Herrn Pompon handelt es sich um die haploiden Saccharomyces 

cerevisiae Stämme W(N), W(R), Wat11 und Wat21 (Pompon et al. , 1996). W(N) (MATα, 

ade 2-1, leu 2-3, ura 3-1, trp 1, canR, cyr+) stellt den ursprünglichen Hefestamm dar, aus 

dem die anderen Stämme durch �genetic engineering� modifiziert wurden. Bei W(R) 

wurde der Promotor des hefeeigenen Cytochrom P450 Reduktase Gens mit Hilfe eines in-

tegrativen Vektors gegen einen Galaktoseinduzierbaren GAL10-CYC1 ausgetauscht, wel-

cher bei Induktion mit Galaktose die CPR überexprimiert. Da dieser Promotor von Glu-

kose stark reprimiert wird, wird die CPR bei Anwesenheit von Glukose so gut wie nicht 

mehr exprimiert.  

Bei WAT11 und WAT21 wurde durch integrative Vektoren das gesamte hefeeigene CPR 

Gen inklusive Promotor gegen jeweils ein CPR Gen aus Arabidopsis thaliana mit Galakto-

seinduzierbaren GAL10-CYC1 Promotor ausgetauscht. Bei diesen Genen handelt es sich 

um die offenen Leserahmen (ORF) der Genloci ATR1 und ATR2. 

Die integrativen Vektoren können sich, im Gegensatz zu den Hefeexpressionsvektoren, 

nicht autonom innerhalb der Hefezelle replizieren, sondern werden einzeln in das Hefege-

nom integriert und dort zusammen mit dem Hefegenom repliziert. Neben den offenen Le-

serahmen der CPR Gene mit GAL10-CYC1 Promotor übertragen die integrativen Vektoren 

einen URA3 Komplentationsmarker, was die Selektion der modifizierten Hefen auf einem 

uracilfreien Medium ermöglicht.  

 

Bei dem kommerziell erworbenen Saccharomyces cerevisiae Stamm handelt es sich um 

den diploiden Stamm INVSc1(MATα, his 3∆1, leu2, trp 1-289, ura3-52 / MATα, his3∆1, 

trp1-289, ura3-52) von der Fa. Invitrogen (Groningen, Niederlande). 
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Tab. 7:  CPR-Aktivität in den Mikrosomenfraktionen der verwendeten Hefestämme (Pompon et al., 1995). 

  CPR-Aktivität a) 

Hefestamm Ploidy CPR-ORF CPR-Promotor In Glukose In Galaktose 

INVSc1 diploid Wildtyp Wildtyp n. d. n. d. 

W(N) haploid Wildtyp Wildtyp 100 100 

W(R) haploid Wildtyp GAL10-CYC1 ≤ 0,1 2500-3000 

WAT11 haploid ATR1 GAL10-CYC1 ≤ 0,1 200-300 

WAT21 haploid ATR2 GAL10-CYC1 ≤ 0,1 300-400 
a) Reduziertes Cytochrom c [nmol] /min * mg mikrosomales Protein in 50 mM Tris-HCl Puffer pH 7,4 und 1mM KCN. 

 

 

B.4.2 Hefeexpressionsvektoren 
 

Für die Expression der klonierten Cytochrom P450 Gene wurden drei verschiedene 

Hefeexpressionsvektoren verwendet. Der Hefevektor pYeDP60 wurde von Herrn Dr. D. 

Pompon frei zur Verfügung gestellt (Urban et al., 1990 ; Pompon et al., 1996). Dieser 

Vektor verfügt neben einem URA3- über einen  ADE2-Komplementationsmarker. Dadurch 

wird nach der Transformation mit diesem Expressionsvektor die Selektion aller verwen-

deten Hefestämme, auch wenn diese zum Teil durch einen integrativen Vektor URA3 

komplementiert sind, auf Adenosin freiem Medium ermöglicht (siehe B.4.1). Darüber hin-

aus ist die Komplementation mit ADE2 auch bei Kultivierung von Adenosin auxotrophen 

Hefen in Komplettmedien von Bedeutung, da bei hoher Zelldichte die sinkende Adenosin-

konzentration spontan limitierend auf das Wachstum wirkt. Da pYeDP60 nicht über eine 

�Multiple Cloning Site� verfügt, sondern nur über eine BamHI- und eine EcoRI-Schnitt-

stelle zwischen Promotor und Terminator, können Gene mit diesen Schnittstellen nicht 

ohne weiteres in den Vektor einkloniert werden. Bei den Hefevektoren pYES2.1/V5-His-

TOPO® und pYES2® (Invitrogen, Niederlande) handelt sich um zwei sehr ähnliche Ex-

pressionsvektoren, die sich nur in zwei Punkten unterscheiden. Während pYES2 über eine 

�Multiple Clonig Site� verfügt und zirkular geliefert wird, stellt pYES2.1/V5-His-TOPO® 

einen linearisierten Vektor mit überhängenden Deoxythymidinen zur direkten Klonierung 

von PCR-Produkten mit überhängenden Adenosinen  dar. Außerdem verfügt er über eine 

V5 Epitop- und eine Polyhistidin(6x)-Region. Beide dienen dazu, die Proteine der expri-

mierten Gene nachzuweisen und zu isolieren, soweit die klonierten Gene nicht über ein 

Stop Codon verfügen, so dass diese Regionen ebenfalls exprimiert werden.    
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Abb. 13: Hefeexpressionsvektoren pYES2® und pYES2.1/V5-His-TOPO® (Invitrogen, Groningen, Nieder-
lande). Die vollständigen Sequenzdaten beider Vektoren können unter http://www.invitrogen.com/ bezogen 
werden. 
 
 

Alle drei Hefeexpressionsvektoren besitzen ein Ampicillinresistenzgen und können als 

�multy copy� Plasmide in E.coli vervielfältigt werden. 

 

 

B.4.3 Anzucht,Transformation und Induktion von Hefen 
 

B.4.3.1 Anzucht von Saccharomyces cerevisiae 

 

Untransformierte Hefen werden in YPG(A/U)-Medium (20 g/l Glukose, 10 g/l Hefeex-

trakt, 10 g/l Pepton) kultiviert, dem je nach verwendetem Hefestamm  30 mg/l Adenin oder 

100 mg/ml Uracil zugesetzt werden kann. Aufgrund der zugegebenen Menge an Hefeex-

trakt war es in der Regel nicht notwendig den Uracil oder Adenin auxotrophen Hefestäm-

men zusätzlich  die entsprechende Base zuzuführen. 

Transformierte Hefen werden in SGI-Medium (20 g/l Glukose, 0,1 g/l Bactocasamino-

acids, 0,67 g/l Yeast Nitrogen Base, 20 mg/l Tryptophan) oder in SRI (10 g/l Raffinose 

statt Glukose, sonst gleich wie SGI) kultiviert. 

 

http://www.invitrogen.com/
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SRI-Medium ist SGI-Medium im allgemeinen vorzuziehen, es sei denn, es handelt sich 

�nur� um Vor- oder Dauerkulturen. Die im SGI-Medium enthaltene Glukose hemmt den 

Gal1 Promotor nahezu vollständig (West et al., 1984). Bei den verwendeten Hefestämmen 

sinkt die Cytochrom P450 Reduktase-Aktivität (CPR) bei Anwesenheit von Glukose unter 

0,1 %, verglichen zum Wildtyp dessen CPR Expression nicht durch den Gal1 Promotor 

gesteuert wird (siehe B.4.1). Nach vollständigem Verbrauch der Glukose durch die Hefen 

kann eine Induktion des Gal1 Promotors durch Galaktose erfolgen (Giniger et al., 1985). In 

diesem Fall wird eine in SGI-Medium angezogene Vorkultur in YPGE-Medium (5 g/l 

Glukose, 30 ml/l Ethanol, 10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Pepton) überimpft. In diesem Medium 

dient das enthaltene Ethanol nach Verbrauch der Glukose als Energie- und Kohlenstoff-

quelle. Beim Verwenden von SRI-Medium ist dies nicht notwendig, da die enthaltene Raf-

finose den Gal1 Promotor weder hemmt noch induziert. Da Raffinose jedoch um ein Viel-

faches teuerer ist als Glukose ist bei Vor- und Dauerkulturen sowie bei der Kultivierung 

von untransformierten Hefen, Glukose zu verwenden. Glukose und Raffinose werden ste-

rilfiltriert, alle anderen Bestandteile können bei 121 °C für 15 Minuten autoklaviert wer-

den. Bei der Herstellung von Festmedien wurde dem entsprechenden Medium 15 g/l Agar 

zugegeben. 

 

Die Anzucht der Hefen in Flüssigmedium erfolgte bei 28-30 °C und 200-250 rpm im 

Schüttler, auf Festmedium bei gleicher Temperatur im Brutschrank. Zur Kontrolle des 

Wachstums wurde die optische Dichte der Kultur bei 600 nm gemessen (OD600). Auf 

Festmedium ausgestrichen können die Hefen mindestens 1 Jahr bei 4 °C gelagert werden. 

Flüssigkulturen können innerhalb der frühen bis mittleren exponentialen Wachstumsphase 

unter Zugabe von 20 Vol.-% Glycerol bei -70-80 °C auf unbestimmte Zeit gelagert werden 

(Sherman, 1991). 

 

 

B.4.3.2 Transformation von Saccharomyces cerevisiae 

 

Die Transformation von S. cerevisiae mit den entsprechenden Expressionsvektoren er-

folgte durch eine modifizierte LiAc/SS-DNA/PEG-Methode (Gietz et al., 1992, 1995; 

Schiestl und Gietz, 1989). Dabei wurden 10 ml YPG (siehe B.4.3.1) mit einer Kolonie des 

verwendeten Hefestamms angeimpft und über Nacht bei 28 °C und 250 rpm im Schüttler 
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angezogen. Nach der Messung der OD600 wurden mit dieser Vorkultur 50 ml YPG mit ei-

ner Anfangs-OD600 von 0,4 inokuliert und für weitere 2-4 Stunden bei 28 °C und 250 rpm 

kultiviert. Der Ansatz wurde dann in 10 ml Portionen aliquotiert und 2 min bei 2500 rpm 

zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand dekantiert, die Zellen in 10 ml TE (10 

mM Tris-HCl; pH 7,5; 1 mM EDTA)  resuspendiert und wie zuvor zentrifugiert. Erneut 

wurde der Überstand dekantiert und das Pellet in 1 ml LiAc/TE (100 mM LiAc; 10 mM 

Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA) resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen für 10 

Minuten auf Raumtemperatur belassen und nachfolgend mit 1-5 µg Expressionsvektor 

(siehe B.4.2), 100 µg geschertem und denaturiertem Heringssperma DNA (Sigma) und mit 

300 µl PEG 4000 Lösung (40 %ig in Wasser gelöst) versetzt. Das verwendete Herings-

sperma wurde kurz vor Gebrauch durch 15minütige Erhitzung auf 95 °C und unmittelbar 

anschließender Abkühlung auf Eis denaturiert. Es folgte eine 30minütige Inkubation bei 28 

°C und 120 rpm auf dem Schüttler darauf folgend ein 15minütiger Hitzeschock bei 42 °C 

im Wasserbad. Zu dem Ansatz wurde dann 1 ml YPG (siehe B.4.3.1) gegeben, 2 min bei 

2500 rpm zentrifugiert (Tischzentrifuge), der Überstand dekantiert und das Pellet in 1 ml 

TE resuspendiert. Von dieser Suspension wurden jeweils 300 und 600 µl auf SGI Platten 

(siehe B.4.3.1) ausplattiert und bei 28 °C im Brutschrank inkubiert. Nach 4 bis spätestens 7 

Tagen war nach erfolgreicher Transformation ein Wachstum von Hefekolonien auf dem 

Selektionsmedium zu erkennen. 

 

 

B.4.3.3 Induktion von transformierten Saccharomyces cerevisiae 

 

Die Transkription von transformierten CYP-Genen, und bei den Hefestämmen mit integ-

riertem Vektor von dem transgenen Cytochrom P450 Reduktase-Gen (siehe B.4.1), wurde 

durch Zugabe von Galaktoselösung (20 %ig in Wasser gelöst) induziert. Dabei wurde 5 x 5 

ml Vorkulturen in SGI-Medium über Nacht kultiviert und anschließend vollständig in 225 

ml SRI-Medium überimpft. Nach Erreichen einer OD600 von 1 wurden 25 ml Galaktoselö-

sung zugegeben und die Hefen ca. 15 Stunden weiterkultiviert (siehe B.4.3.1). 
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B.5 Molekularbiologische Methoden 
 

B.5.1 Isolation von Pflanzen-RNA und Northernblot-Analyse   
 

B.5.1.1 Isolation von Gesamt-RNA 

 

Durch den hohen Gehalt an störenden Inhaltsstoffen, wie Polyphenolen und Polysacchari-

den, war es notwendig, verschiedene Methoden für die Isolation von Gesamt-RNA bei den 

untersuchten Pflanzen zu verwenden. Neben der Wahl der Pflanzen waren außerdem der 

Entwicklungszustand des Pflanzenmaterials und die Jahreszeit während der Ernte von Be-

deutung. Generell konnte man feststellen, dass die Isolation von Gesamt-RNA aus späten 

Blütenstadien und aus während des Hochsommers geerntetem Pflanzenmaterial schwieri-

ger war, was sich mit einer höheren Konzentration störender Inhaltsstoffe erklären ließ. 

Bei den meisten Pflanzen, wie Levkojen, Petunien und Gerbera, konnte mit einer modifi-

zierten Guanidin-Thiocyanat Methode (modifiziert nach Guiliano et al., 1993) qualitativ 

hochwertige Gesamt-RNA isoliert werden. Für diese Pflanzen konnten kleinere Mengen an 

Gesamt-RNA auch problemlos durch das RNAesy Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des 

Herstellers isoliert werden.  

Die Isolierung von Gesamt-RNA bei Sommeraster war, insbesondere bei im Hoch- bzw. 

Spätsommer geerntetem Pflanzenmaterial,  mit der oben erwähnten modifizierten Guani-

din-Thiocyanat Methode nur nach einem zusätzlichen Extraktionsschritt durch Zugabe der 

speziell Polysaccharid bindenen Matrix �Nucleon PhytoPure� möglich (s. u. ).  

 

 

Gesamt-RNA Isolation (modifiziert nach Giuliano et al., 1993): 

 

Mit UV-Licht behandeltes deionisiertes Wasser und alle Geräte wurden bei 135 °C für 30 

Minuten autoklaviert. Der Extraktionspuffer wurde sterilfiltriert.  

 

Extraktionspuffer:  
Guanidinthiocyanat 50 g 
3M Natriumacetat  5 ml 
Natriumsarcosinat  2 ml 
ad 100 ml mit deionisiertem Wasser 
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Kurz vor der Präparation wurde 0,7 % (v/v) β-Mercaptoethanol zu dem Extraktionspuffer 

zugegeben. Mörser, Pistil und Spatel wurden zuvor in flüssigem Stickstoff vorgekühlt. 5 

ml Extraktionspuffer und 4 ml Citrat-equilibriertes Phenol pH 4,3 wurden in ein Zentrifu-

genröhrchen vorgelegt und auf Eis gestellt. 2-3 g  Pflanzenmaterial wurden in flüssigem 

Stickstoff zu feinem Pulver zermörsert und in das Röhrchen gegeben. Das Röhrchen wurde 

mit Parafilm möglichst dicht verschlossen und anschließend heftig gevortext. Nach voll-

ständiger Homogenisierung wurde 1 ml Chloroform zugegeben und erneut gevortext bis 

das Homogenat gleichmäßig milchig-trüb erschien. Nach einer 10minütigen Inkubation bei 

65 °C im Wasserbad und anschließender 5minütiger Abkühlung auf Eis erfolgte eine 

20minütige Zentrifugation bei 4 °C und 15000 g. Der Überstand wurde vorsichtig abge-

nommen und je nach verarbeitetem Pflanzenmaterial auf zwei verschiedene Arten weiter-

verarbeitet (s.o.). Bei Pflanzenmaterial mit hohem Anteil an schwer wasserlöslichen Poly-

sacchariden wurde zum Überstand ein halber Volumenanteil �20 °C kaltes Chloroform und 

ein fünftel Volumenanteil Nucleon PhytoPure Resin® (Scotlab Ltd, Großbritannien) zuge-

geben, kräftig gevortext und für 10 Minuten bei 4 °C und 15000 g zentrifugiert. Der Über-

stand wurde in ein neues steriles Zentrifugenröhrchen überführt, mit einem Volumenanteil 

Isopropanol versetzt, 15 Minuten auf Eis gegeben und erneut 10 Minuten bei 4 °C und 

15000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert, das Pellet in 1 ml Wasser gelöst, 

mit 200 µl Ethanol versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert, um die noch gelösten Poly-

saccharide zu fällen. Nach 10minütiger Zentrifugation bei 4 °C und 15000 g wurde der 

Überstand in ein neues steriles Röhrchen überführt und die RNA selektiv durch Zugabe 

von einem drittel Volumenanteil 8M LiCl und wenigstens halbstündiger Inkubation auf Eis 

gefällt. Nach 20minütiger Zentrifugation bei 4 °C und 15000 g wurde das Pellet mit 80 

%igem Ethanol gewaschen und anschließend in 500 µl Wasser gelöst. Die Konzentration 

und Reinheit der RNA wurde photometrisch bestimmt (Sambrook et al., 1989). Die RNA 

konnte bei �20 °C in Wasser gelöst über mehrere Monate ohne erkennbaren Abbau gela-

gert werden. 

Die Isolierung von Gesamt-RNA von Pelargonien ist äußerst problematisch. Es empfiehlt 

sich daher, bevorzugt  Blüten zu verwenden, die unter Kunstlicht im Frühjahr, Herbst oder 

Winter geerntet wurden. Unter Zugabe von Nucleon PhytoPure Resin® (s.o.) war es mög-

lich, von derartigem Pflanzenmaterial in stark verdünnten Ansätzen geringe Mengen an 

RNA zu isolieren. Für größere Maßstäbe wurde jedoch die besser geeignete Methode nach 

Dong und Dunstun (1989) verwendet. 
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B.5.1.2 Isolation von mRNA 

 

Die für Northernblot-Analyse (siehe B.5.1.3), subtraktive Hybridisierung zweier cDNA 

Populationen (siehe B.5.7) und das RLM-RACE (siehe  B.5.8.2) benötigte polyadenylierte 

mRNA wurde durch Affinitätschromatographie mit Oligo(dT)-Zellulose (New England 

Biolabs, Frankfurt) nach Aviv und Leder (1972) isoliert. Außerdem wurde mRNA mit Oli-

gotex� (Qiagen, Hilden) und PolyATract® mRNA (Promega, Mannheim) nach Angaben 

der Hersteller isoliert. Da insbesondere bei der subtraktiven Hybridisierung zweier cDNA 

Populationen (siehe B.5.7) große Mengen an qualitativ hochwertiger und rRNA freier 

mRNA benötigt wurden, musste die RNA zu diesem Zweck doppelt aufgereinigt werden. 

Dafür kam nur die mRNA Isolation durch Affinitätschromatographie mit Oligo(dT)-Zel-

lulose in Frage. Bei den beiden anderen Verfahren kam es in der zweiten Aufreinigungs-

prozedur zu drastischen qualitativen und quantitiven Einbußen. 

 

 

B.5.1.3 Northernblot-Analyse  

 

Bei Northernblot-Analysen wurden 5-10 µg mRNA eingesetzt und in einem 1,5 %igen, 6,6 

% Formaldehyd enthaltenden Agarosegel unter denaturierenden Bedingungen bei 60 V für 

4-6 h elektrophoretisch aufgetrennt. Die Probenvorbereitung erfolgte nach Sambrook et al. 

(1989). Als Molekulargewichtsmarker wurde RNA-Marker I (Böhringer, Mannheim) ver-

wendet. Das Blotten auf positiv geladene Nylonmembranen Hybond-N+ (Amersham 

Pharmacia Biotech, Braunschweig) erfolgte mit 20 x SSC Puffer nach einem Standardpro-

tokoll (Darling und Brickell, 1996). Nach dem Blotten wurde die DNA durch Hitzebe-

handlung nach Angaben des Herstellers an der Membran fixiert.  

 

 

B.5.2 Isolation von genomischer DNA und Southernblot-Analyse  
 

Die Isolation genomischer DNA bei M. incana erfolgte durch das DNAesy Plant-Mini-Kit 

(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Nachfolgende Southernblot-Analyse 

wurde nach einem Standardprotokoll (Bertram und Gassen, 1991) durchgeführt. 
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B.5.3 Dotblot-Analyse  
 

Zur Identifikation differenzieller cDNA Klone aus der subtraktiven Hybridisierung zweier 

differentieller cDNA-Populationen (siehe B.5.7) wurden die klonierten DNA-Fragmente 

u.a. durch Dotblot-Analyse verifiziert.   

 

 

B.5.3.1 Synthese von radioaktiv markierter erststrang cDNA   

 

Für die Synthese von radioaktiv markierter erststrang cDNA wurden jeweils 100 ng 

mRNA der Linie 04 und 12 von M. incana eingesetzt. Die Synthese wurde grundsätzlich 

wie in Kapitel 5.6.2 beschrieben durchgeführt, abweichend davon wurden dem Ansatz zu-

sätzlich 1 µl 1 : 2 verdünntes α-32P (10 mCi/ml, 3000 Ci/mmol) zugegeben. Nach einem 

Verdau mit RNase H wurden die nicht inkorporierten Nukleotide durch eine Ammonium-

acetatfällung (Sambrook et al., 1989) mit 1 µl Muskelglykogen (10mg/ml) als Carrier für 

die cDNA entfernt. Das Pellet wurde in 50 µl aufgenommen und zur Hybridisierung der 

Dotblots wie in Kapitel B.5.5.2 beschrieben eingesetzt. 

 

 

B.5.3.2 Dot-Blotting 

 

Die Dotblot-Analyse der klonierten DNA-Fragmente erfolgte nach einem Standardproto-

koll (Darling und Brickell, 1996). Die dazu notwendige Dotblot-Analyse- Apparatur wurde 

von der Arbeitsgruppe Gietl vom Botaniklehrstuhl der Technischen Universität München 

zur Verfügung gestellt. 
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B.5.4 Screening einer cDNA-Genbank 
 

Die cDNA-Genbank der Sommeraster (Callistephus chinensis) wurde mit zwei F3�,5�H 

�full-length� cDNA-Klonen aus Petunia hybrida und einem F3�H �full-length� cDNA-

Klon aus Arabidopsis thaliana (Acc. : AL133421) �gescreened�. Bei den Klonen aus der 

Petunie handelt es sich um den offenen Leserahmen der cDNA-Klone pCGP175 und 

pCGP175 (Holton et al., 1993), die den beiden Genloci Hf1 und Hf2 entsprechen, welche 

die F3�,5�H-Aktivität in der Petunie steuern. Bei dem cDNA-Klon aus A. thaliana handelt 

es sich um den offenen Leserahmen eines cDNA-Klons, der dem Genlocus TT7 entspricht, 

welcher die F3�H-Aktivität in A. thaliana kontrolliert. Die cDNA-Klone aus der Petunie 

wurden nach mRNA-Isolation (siehe B.5.1) und cDNA-Synthese (siehe B.5.6.2) durch 

PCR-Amplifikation mit �end-to-end� Primern isoliert. Die PCR Primer Hf15� und Hf13� 

(zur Amplifikation von Hf1), Hf25�und Hf23�(zur PCR Amplifikation von Hf2) und die 

Referenzen zu den entsprechenden cDNA-Klonen sind im Anhang G.1 bzw. G.5 

aufgeführt. 

Der cDNA-Klon von A. thaliana wurde von Herrn Dr. Bernd Weisshaar vom Max-Planck-

Institut für Züchtungsforschung in Köln zur Verfügung gestellt (siehe Anhang G.5). 

 

 

B.5.4.1 cDNA-Genbank der Sommeraster (Callistephus chinensis) 

 

Die cDNA-Genbank der Sommeraster (Callistephus chinensis) wurde von Herrn Prof. Dr. 

G. Forkmann zur Verfügung gestellt. Sie wurde aus 2-3 µg Poly(A)+-RNA aus jungen 

Blütenknospen der Linie 01 hergestellt. Die Klonierung in Bakteriophagen Lambda 

NM1149 erfolgte durch Aufsetzen von EcoRI-Linkern, nachdem die cDNA zuvor durch 

EcoRI-Methylase methyliert worden war. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der 

cDNA-Moleküle wurden durch Elektroelution alle DNA-Fragmente, die größer als 900 Bp 

waren, eluiert und nachfolgend in die Phagenarme ligiert. Abschließend wurde die in die 

Phagenarme integrierte cDNA mit einem passenden Verpackungslysat verpackt. Nach der 

Verpackung der DNA in die Phagen wurde der Phagentiter durch das Ausplattieren der 

Phagen in verschiedenen Verdünnungsstufen bestimmt.  
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B.5.4.2 Anfertigen von Membranabdrücken und Hybridisierung 

 

Das Ausplattieren auf den E.coli Stamm K12 POP 13 erfolgte wie in Sommer et al. (1990) 

beschrieben. Das Anfertigen von Membranabdrücken mit positiv geladenen Nylonmem-

branen Hybond-N+ (Amersham Pharmacia Biotech, Braunschweig) erfolgt wie bei Benton 

und Davis (1977) beschrieben.  

 

 

B.5.4.3 Identifizierung positiver Plaques und weitere Screening-Runden 

 

Nach dem Identifizieren positiver Plaques anhand des erstellten Autoradiogramms wurden 

diese großflächig mit der stumpfen Seite einer sterilen Pasteurpipette ausgestochen und er-

neut in einer höheren Verdünnungsstufe ausplattiert (siehe B.5.4.2). Nach erneuter Hybri-

disierung waren in der Regel deutlich mehr Signale zu erkennen. Konnten die Signale 

deutlich abgegrenzten Einzelplaques zugeordnet werden, wurden diese mit der spitzen 

Seite einer Pasteurpipette ausgestochen und nachfolgend verifiziert (siehe B.5.4.4). War 

dies nicht möglich, musste eine dritte Screening-Runde erfolgen, indem wieder mit der 

stumpfen Seite einer Pasteurpipette ausgestochen wurde und mit einer noch höheren Ver-

dünnung erneut ausplattiert wurde.  

 

 

B.5.4.4 Isolation von Phagen DNA und Insertverifikation 

 

Die Präparation von Phagen-DNA erfolgte nach Sambrook et al. (1989). Durch einen 

Restriktionsverdau mit EcoRI wurde die Größe des Inserts der rekombinanten Phagen-

DNA bestimmt. Aufgrund starker Verunreinigungen war es nicht möglich, die isolierte 

Phagen-DNA direkt durch Sequenzanalyse zu analysieren. Aus diesem Grund wurde die 

isolierte DNA mit Phagen spezifischen Primern durch PCR amplifiziert und in PCR-Klo-

nierungsvektoren subkloniert. Bei diesen Primern handelt es sich um pLGT10-H und -R 

(siehe Anhang G.1), die die EcoRI Schnittstelle im Phagen-Genom auf beiden Seiten flan-

kieren. Auf diese Weise konnte die Größe des Inserts bestimmt werden und das Insert im 

PCR-Vektor durch Sequenzanalyse verifiziert werden.   
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B.5.5 Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Molekülen 
 

B.5.5.1 Hybridisierungssonden 

 

Radioaktiv markierte DNA-Sonden wurden nach der  �random primed� Methode von Fein-

berg und Vogelstein (1983) hergestellt. Dabei wurden 5-25 ng DNA mit Hilfe des Re-

diprime� DNA Labeling System (Amersham, Braunschweig) mit [α-32P] dCTP (ICN, 

Meckenheim) nach Angaben des Herstellers markiert. Nicht inkorporierte Nukleotide wur-

den durch eine Sephadex� Gelchromatographie nach Sambrook et al. (1989) entfernt. Die 

spezifische Aktivität der radioaktiv markierten DNA-Sonden wurde mit dem Szintillati-

onsmeßgerät Quick Counter Bioscan QC 4000 XER (Bioscan, Washington, USA) ermit-

telt. Die durchschnittliche spezifische Aktivität der verwendeten Sonden lag zwischen 0,7- 

1,2 x 109 dpm/µg. Die hergestellten Hybridisierungssonden wurden bis zu ihrem Gebrauch 

bei �20 °C tiefgefroren. 

 

 

B.5.5.2 Hybridisierungsbedingungen 

 

Alle Hybridisierungen wurden mit 5 x SSC (20 x SSC: 3 mol/l NaCl2; 0,3 mol/l Na3; pH 

7,0), 5 x Denhardt�s Lösung (100 x Denhardt�s Lösung: 2 % BSA [w/v]; 2 % Ficoll� 400 

[w/v]; 2 % PVP [w/v]) und 0,1 % (v/v) SDS (10 % SDS-Stammlösung [w/v]) durchge-

führt. Alle Lösungen wurden mit deionisierten Wasser angesetzt und wurden weder au-

toklaviert, noch sterilfiltriert. Die 100 x Denhardt�s Stammlösung wurde bei �20 °C gela-

gert. 

1-2 Stunden vor dem Hybridisierungsverfahren wurde der Hybridisierungsofen auf die  ge-

wählte Temperatur vorgeheizt. Anschließend wurden 50 ml der oben genannten Lösung in 

ein Schott-Hybridisierungsgefäß gegeben und ca. 1 Stunde im Hybridisierungsofen er-

wärmt. Zwischenzeitlich wurde aliquotiertes geschertes Heringssperma aufgetaut und 

durch 15minütige Erhitzung auf 95 °C denaturiert und 1 min auf Eis abgekühlt. Nachdem 

die Hybridisierungslösung die entsprechende Temperatur erreicht hatte, wurde die zu 

hybridisierende Nylonmembran in das Hybridisierungsgefäß gegeben und 50 µl des dena-

turierten Heringsspermas (100 mg/ml; ~100 µg/ml final) hinzupipettiert.  

Nach 2-4 Stunden Prähybridisierung wurde die entsprechende Hybridisierungssonde (siehe 
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B.5.5.1) auf die gleiche Weise wie das Heringssperma denaturiert und hinzugegeben. Die 

Hybridisierung erfolgte meist über Nacht, mindestens jedoch 16 Stunden. Nach der Hybri-

dierung wurde mit 2 x SSC, 0,1 % SDS  für 30 min bei Hybridisierungstemperatur gewa-

schen, und 2 mal mit 1 x SSC, 0,1 % SDS für 20 min bei Hybridisierungstemperatur. Zwi-

schen den einzelnen Waschschritten wurde mit einem Zählrohr die Radioaktivität des Blots 

gemessen, wobei strengstens darauf geachtet wurde, dass die Membran feucht blieb. Bei 

nur leicht erhöhter Strahlung gegenüber dem Hintergrund wurde auf weiteres Waschen 

verzichtet. Bei stark erhöhter Strahlung wurde bei 3 °C unterhalb der Hybridisierungstem-

peratur liegender Temperatur mit 0,1 x SSC, 0,1 % SDS jeweils 10 min gewaschen und an-

schließend erneut die Radioaktivität des Blots bestimmt. Dieser Waschschritt wurde so-

lange wiederholt bis nur noch eine leicht erhöhte Radioaktivität der Membran zu messen 

war. Die Membran wurde auf einem Whatmanpapier abgetupft, noch feucht in eine un-

durchlässige Spezialfolie eingeschlagen und auf einer Photoplatte exponiert (siehe 

B.5.5.3). 

 

 

B.5.5.3 PC gestützte Auswertung von Autoradiogrammen 

 

Zur Erstellung von Autoradiogrammen wurden die speziellen Photoplatten BAS-MS 2040 

von der Firma Fuji Photo Film verwendet und durch einen Fuji BAS 1000 Bio-Imaging 

Analyser (Fuji Photo Film GmbH, Nakanuma, Japan) in einen Personalcomputer eingele-

sen. Die Analyse erfolgte durch das Programm TINA 2,09 (Raytest, Straubenhardt, 

Deutschland)     
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B.5.6 PCR-Techniken und reverse Transkription 
 

B.5.6.1 Synthetische Oligonukleotide 

 

Die für diese Arbeit verwendeten synthetischen Oligonukleotide wurden von den Firmen 

MWG (Ebersberg) und Metabiom (Martinsried) bezogen. PCR-Primer für die subtraktive 

Hybridisierung (siehe B.5.7) und für die verschiedenen RACE-Techniken (siehe B.5.8) ge-

hörten zum Lieferumfang der erworbenen Reaktionssysteme. Alle verwendeten Primer 

sind im Anhang G.1 aufgeführt. 

 

 

B.5.6.2 Reverse Transkription 

 

Reverse Transkription wurde mit Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase 

(M-MLV RT) SupersScript� II RNase H-  (Gibco/BRL, Eggenstein) und mit Avian My-

eloblastosis Virus Reverse Transkriptase (AMV RT, Boehringer, Mannheim) durchgeführt. 

Aufgrund der fehlenden RNase H Aktivität ist die M-MLV RT besonders zur Trankription 

von langen RNA-Molekülen geeignet, während die AMV RT durch ihre größere Hitzesta-

bilität gekennzeichnet ist und daher vor allem für die Transkription von RNA-Molekülen, 

die reich an Sekundärstrukturen sind, verwendet wurde. Soweit nicht anders erwähnt wur-

den 1-5 µg Gesamt-RNA, oder bis zu 500 ng mRNA pro Ansatz verwendet. Die Reverse 

Transkription erfolgte nach Angaben des Herstellers des jeweilig verwendeten Enzyms. 

Zusätzlich wurde bei einigen RT-Ansätzen RNase Inhibitor (Promega, Mannheim) zuge-

geben. Bei unspezifischer cDNA-Synthese wurden Oligo(dT) Primer verwendet (T33VN, V 

=Wobble aus G, A, C; N = Wobble aus G, A, T, C). Bei spezifischer cDNA-Synthese, wie 

sie bei der subtraktiven Hybridisierung von differentiellen cDNA-Populationen (siehe 

B.5.7) und bei den verschiedenen RACE Techniken (siehe B.5.8) erforderlich war, wurden 

genspezifische Primer verwendet. Beim 3`RACE (siehe B.5.8.3) und bei PCR mit CYP-

spezifischen Primern (siehe B.5.6.4) erfolgte die cDNA-Synthese mit Hilfe eines modifi-

zierten Oligo(dT)-Primers (adapter primer, AP), der neben einem dT17-Anteil, welcher sich 

an das polyadenylierte 3�Ende der mRNA anlagert, über einen überhängenden 20 Nukleo-

tid großen Adapteranteil verfügt, der für die nachfolgende PCR von Bedeutung ist.  

Bei dem �Titan� One Tube RT-PCR Sytem� der Firma Boehringer (Mannheim) erfolgte 
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die Reverse Transkription und die nachfolgende PCR-Amplifikation in einem 

Reaktionsansatz. In dem dafür verwendeten Enzymmix war neben einer M-MLV RT (mit 

RNase H Aktivität) und einer AMV RT eine thermostabile DNA-Polymerase aus Thermus 

thermophilus enthalten, die über eine intrinsische RT Aktivität verfügt und dadurch eine 

hocheffiziente Transkription von RNA-Molekülen bis 1000 Basenpaaren bei Temperaturen 

um 75 °C ermöglichte. Für die PCR-Amplifikation war neben der erwähnten thermostabi-

len Polymerase aus T. thermophilus, der Expand� High Fidelity Enzymmix im One Tube 

RT-PCR Ansatz enthalten (siehe B.5.6.3). Das verhältnismäßig teuere Reaktionssystem 

wurde aus den Einzelkomponenten von verschiedenen Herstellern selbst hergestellt, wobei 

alle enthaltenen Enzyme bzw. Enzymgemische im gleichen Mengenverhältnis eingesetzt 

wurden. Bei routinemäßiger Anwendung konnten zwischen dem erworbenen und dem 

selbst hergestellten Reaktionssystem keinerlei Unterschiede festgestellt werden. 

 

 

B.5.6.3 Standard-, Gradienten- und One-Tube RT-PCR 

 

Die Polymerasenkettenreaktion wurde mit den Standardthermozyklern Autogene II (Grant, 

Cambridge, England), MWG-Primus (MWG, Ebersberg) und dem Gradiententhermozykler 

Hybaid Express (Hybaid, USA) durchgeführt. Die in Tabelle 8 dargestellten thermostabi-

len Polymerasen wurden unter variierenden Bedingungen nach Angaben der Hersteller 

verwendet. 

 

 
Tab. 8: Bezugsquellen und wichtigste Parameter der verwendeten thermostabilen DNA-Polymerasen. 

Polymerase T/A-Klonierunga) Proof-Readingb) Hersteller 

ThermoZyme� (+/-) + Invitrogen, Niederlande 
Expand� High fidelity PCR (+/-) + Boehringer, Mannheim 

AGSGold� + - Hybaid, USA 

Replitherme� + - Epicentre, USA 

Taq DNA Polymerase + - Promega, Mannheim 

Tth  DNA Polymerase + - Promega, Mannheim 

a) Durch Anlagerung überhängender Deoxyadenosine Klonierung in speziellen PCR-Klonierungsvektoren 
möglich ( siehe B.5.9.1) b) Polymerasen mit 3�→ 5� Exonukleaseaktivität. 
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Bei den beiden zuerst aufgeführten Produkten handelt es sich um Kombinationen aus je-

weils einer Polymerase mit  3�→ 5� Exonukleasaktivität und einer Polymerase ohne diese 

Aktivität, die unspezifisch Deoxyadenosine an die Amplifikate anhängt. Diese Enzym-

kombinationen wurden vornehmlich für Klonierung von �full-length� cDNA-Klonen in 

Expressionsvektoren verwendet. 

Die reverse Transkription (RT) und die nachfolgende PCR wurden bei der RT-PCR entwe-

der in einem einzigen Versuchsansatz mit dem �Titan� One Tube RT-PCR Sytem� 

durchgeführt oder nacheinander in zwei separaten Ansätzen (siehe auch vorheriges Kapitel 

B.5.6.2). 

 

 

B.5.6.4 PCR mit CYP-spezifischen Primern 

 

Zur Klonierung von F3�H- und F3�,5�H-cDNA Klonen durch PCR wurden P450 spezifi-

sche Primer eingesetzt, die sich von der höchst konservierten Domäne D ableiten, welche 

die Hämbindungsregion darstellt (siehe A.3.1). Die erstellten Primer wurden in sense Ori-

entierung (Downstream Primer) zusammen mit einem in antisense orientierten unspezifi-

schen Amplifikationsprimer AUAP (Upstream Primer) eingesetzt. Bei dem unspezifischen 

Amplifikationsprimer AUAP handelt es sich um die überhängende Anchor-Region des bei 

der cDNA Synthese eingesetzten modifizierten Oligo(dT)-Primers (siehe B.5.6.2). Die 

Verwendung dieses Amplifikationsprimers statt eines einfachen Oligo(dT)-Primers bei der 

PCR ermöglichte höhere Annealing-Temperaturen und somit eine höhere Spezifität. Die 

Sequenz des modifizierten Oligo(dT)-Primers und des Amplifikationsprimer AUAP sind 

im Anhang G.1 dargestellt. 
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B.5.7 Subtraktive Hybridisierung zweier differentieller cDNA-Populatio-

nen 
 

Die zur Verfügung stehenden chemogenetisch definierten Linien von M. incana (siehe 

B.2.2), die bezüglich sieben die Flavonoidbiosynthese beeinflussenden Genen eindeutig 

charakterisiert sind, wurden für die subtraktive Hybridisierung von zwei differentiellen 

cDNA-Populationen verwendet. Von den 16 verwendeten Linien besitzen die Linien 01-08 

eine F3�H-Aktivität in den Petalen (plus Linien), die Linien 09-16 keine (minus Linien). 

Die Linien ohne F3�H-Aktivität sind durch jahrzehntelange Züchtung aus den Linien mit 

F3�H-Aktivität hervorgegangen und unterscheiden sich in Beziehung auf die untersuchten 

Gene nur durch das Fehlen der F3�H-Aktivität. Somit ist Linie 01, was die verbleibenden 

06 Gene angeht, isogen mit der Linie 09, Linie 02 isogen mit Linie 10, usw.. Durch lang-

jährige Selektion des Phänotyps der Blütenfärbung über die sieben untersuchten Gene hin-

aus, entwickelte sich hinsichtlich der Blütenfärbung ein weitgehend isogener Hintergrund 

zwischen den jeweiligen Tochter- und Mutterpflanzen. Diese weitgehende Isogenität 

wurde dazu verwendet, mRNA- bzw. die entsprechenden cDNA-Populationen, von Pflan-

zen mit einer F3�H-Aktivität subtraktiv mit den cDNA-Populationen von Pflanzen ohne 

F3�H-Aktivität zu hybridisieren. Ziel dieser subtraktiven Hybridisierung war es, durch se-

lektive PCR-Amplifikation von differentiellen cDNA-Klonen, einen cDNA-Klon, der die 

F3�H codiert, zu isolieren. Zu diesem Zweck wurde das Clontech �PCR-Select� cDNA 

Subtraction Kit� verwendet (Clontech, Heidelberg, Deutschland).  

Die subtraktive Hybridisierung wurde in drei verschiedenen Ansätzen wiederholt. Im ers-

ten Ansatz wurde die cDNA aus mRNA aller 8 plus Linien mit einem unspezifischen 

Oligo(dT)-Primer synthetisiert und mit der auf die gleiche Art synthetisierten cDNA aller 8 

minus Linien subtraktiv hybridisiert. 

Beim zweiten Ansatz wurde für die cDNA-Synthese ebenfalls mRNA von allen plus und 

minus Linien verwendet, jedoch erfolgte die cDNA-Synthese mit zwei Cytochrom P450 

spezifischen Primern, so dass hauptsächlich Cytochrom P450 spezifische cDNA syntheti-

siert wurde. Bei diesen Primern handelt es sich um die Primer CypA invers und CypB in-

vers, die entsprechend zweier hoch konservierter Bereiche pflanzlicher Cytochrom P450-

Proteine bzw. P450-Gene in �antisense� Orientierung konstruiert wurden (Akashi et al., 

1996). Dabei wurde ein Proteinalignment von 4 pflanzlichen Cytochrom P450 Proteinen 

zugrundegelegt (Abb. 14).  
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Primer CypA invers wurde anhand der konservierten Domäne C mit bislang noch unbe-

kannter Funktion hergestellt, Primer CypB invers anhand der in pflanzlichen P450 Protei-

nen am höchsten konservierte Domäne D, welche die Hämbindungsregion darstellt  (siehe 

A.3.1). In den Positionen der entsprechenden Nukleotidsequenzen, wo bei allen Genen 

eine unterschiedliche Base auftrat, wurden Deoxyinosine als Basenanaloga verwendet, 

welche mit allen 4 Basen in etwa gleichstarke Bindungen eingehen. In Positionen, wo zwei 

oder drei verschiedene Basen auftraten, wurden �Wobbles� verwendet (Abb. 14b).  

Bei den zugrunde gelegten Cytochrom P450-Enzymen handelte es sich um CYP71A1 

(Persea americana), CYP72A1 (Catharanthus roseus), CYP73A3 (Medicago sativa) und 

CYP75A3 (Petunia hybrida). Die Funktion von CYP71A1 und -72A1 sind bislang nicht 

bekannt, bei CYP73A3 handelt es sich um einen cDNA-Klon, der eine Zimtsäure 4-

Hydroxylase (C4H) codiert, CYP75A3 codiert eine Flavonoid 3�,5�-Hydroxylase 

(F3�,5�H). Beim dritten Ansatz erfolgte die cDNA-Synthese ebenfalls durch CypA und -B 

invers, jedoch wurde nur von der Plus-Linie 04 cDNA synthetisiert und mit cDNA von 

allen 8 Minus-Linien subtraktiv hybridisiert. 

 

A) 
  ** * **  **  * *    
CYP71A1 EEFLPERF VN—-NS-VDFKGQDFQLI PFGAGRR G C PG 

CYP72A1 M..N.M.. .DG-VANATKNNVTY--L ..SW.P. V . L. 

CYP73A3 ...R.... LEE-E.H.EAN.N..RYL ...V... S . .. 

CYP75A3 L..N.... LSGR..KI.PR.N..E.. ....... I . A. 

       

 CypA 
invers 

 CypB 
invers 

   

B) 
CYPA 

invers 

AA(CT)CT(CT)(AT)(CT)IGGIII(AG)(AT)AI(GT)(CT)    

CYPB 
invers 

C(GT)I(GC)(GT)ICCIIIIC(CT)(AG)AAIG(GC)IA(AGT) 

 
Abb. 14: Konstruktion von Reverse Transkriptase Primern für die cDNA-Synthese zweier differentieller 
mRNA-Populationen. a) Proteinalignment von CYP71A1, CYP72A1, CYP73A3  und CYP75A3. * = absolut 
konservierte Aminosäurereste, . = Übereinstimmung mit der obersten Aminosäuresequenz von CYP71A1. 
Das Häm bindende Cystein ist mit gestrichelten Rahmen gekennzeichnet. b) Nukleotidsequenz der antisense 
RT Primer CypA und CypB (I = Deoxyinosin). 
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Nach der Synthese von doppelsträngiger cDNA wurden die beiden cDNA-Populationen 

mit RSAI verdaut. Anschließend teilte man die plus cDNA-Population (Tester Populatio-

nen) in zwei gleichgroße Ansätze auf und ligierte an die stumpfen Enden der verdauten 

cDNA jeweils die Adapter 1 und 2r (siehe Anhang G.1). Adapter 1 bestand aus 44 Bp, 

Adapter 2r aus 40 Bp. Die äußeren 22 Basen beider Adapter besaßen die gleiche Sequenz, 

während sich die inneren Bereiche, bestehend aus 22 bzw. 20 Bp, voneinander unterschie-

den (Abb.15). Die minus cDNA-Population (Driver-Population) wurde nicht mit einem 

Adapter ligiert. 

Nach der Adapterligation erfolgte die erste Hybridisierung. Dabei wurden die separaten 

Testerpopulationen mit ihren unterschiedlichen Adaptern hitzedenaturiert und jeweils mit 

einem 30igfachen Überschuss von hitzedenaturierter cDNA der minus Linien  (Driver-Po-

pulation) für 8 Stunden bei 68 °C inkubiert. Innerhalb dieser 8 Stunden sollte unter den ge-

gebenen Bedingungen (Temperatur, Zusammensetzung des Reaktionspuffer) nur eine un-

vollständige Renaturierung komplementärer Schwesterstränge erfolgen und daher neben 

doppelsträngiger cDNA auch Einzelstränge auftreten. Durch den Überschuss an eingesetz-

ter minus cDNA konnte man davon ausgehen, dass viele Einzelstränge der plus cDNA (a) 

mit den komplementären Einzelsträngen der minus cDNA Hybridmoleküle bildeten (c), 

wobei nur der Strang der plus cDNA über einen anligierten Adapter verfügte. Neben die-

sen Hybridmolekülen sollten aufgrund der hohen Konzentration am häufigsten renaturierte 

doppelsträngige cDNA der minus Population auftreten (d2). In Folge der geringen Kon-

zentration seltener renaturierte doppelsträngige cDNA der plus Population (b). Außerdem 

traten von beiden Populationen Einzelstränge auf (a und d1). 

Nach der achtstündigen Inkubation erfolgte die zweite Hybridisierung, in der die bei 68 °C 

inkubierten Ansätze unter Zugabe eines Überschusses an hitzedenaturierter minus cDNA 

vereinigt wurden. Besonders wichtig war dabei, dass der entstandene Gesamtansatz nicht 

zu sehr abkühlte und sofort wieder bei 68 °C inkubiert wurde, damit die Renaturierung der 

DNA-Moleküle nicht durch sinkende Temperatur beschleunigt wurde. Bei der über Nacht 

dauernden Inkubation bei 68 °C sollte sich nun die entscheidende Sorte von DNA-Hyb-

ridmolekülen bilden. Dabei renaturierten bei der ersten Hybridisierung einzelsträngig ge-

bliebene plus cDNA-Moleküle eines Hybridisierungsansatzes (a) mit komplementären ein-

zelsträngigen cDNA-Molekülen des anderen Ansatzes (a´). Die komplementären Schwes-

terstränge der so entstandenen Hybridmoleküle (e) trugen somit unterschiedliche Adapter 

an ihren 5�-Enden.  



                                                                                                        B. Material und Methoden 

 63 

Am Ende der zweiten Hybridisierung wurden der 12 µl Gesamtansatz mit 200 µl Puffer 

verdünnt. Von diesem verdünnten Ansatz wurden unterschiedliche Mengen unter verschie-

denen Bedingungen durch PCR amplifiziert. Dabei wurde nur ein einziger Primer verwen-

det (PCR primer 1), dessen Sequenz gleich dem äußeren, 22 Bp umfassenden, Bereich der 

anligierten Adapter 1 und 2r war (siehe Anhang G.1). Vor der eigentlichen PCR-Amplifi-

kation musste der PCR-Ansatz für 5 min bei 75 °C vorinkubiert werden, damit die kom-

plementären Stränge der einsträngigen Adapter an beiden Enden der entstandenen dop-

pelsträngigen DNA-Moleküle aufgefüllt werden konnten.  

Bei der eigentlichen PCR-Amplifikation sollte es bei der Denaturierung der doppelsträngi-

gen DNA-Moleküle zu einer PCR-Suppression kommen, die durch das Zusammenfalten 

der einzelsträngigen Moleküle verursacht wurde und es den PCR Primern dadurch nicht 

mehr ermöglichte, sich anzulagern. Diese Sandwichstruktur wurde dabei durch intramole-

kulare Anlagerung der Adapter bzw. der entsprechenden komplementären Enden der ein-

zelsträngigen DNA-Moleküle verursacht (b und b´). In den Hybridmolekülen, die über 

unterschiedliche Adapter verfügten (e), sollte die Ausprägung der Sandwichstruktur gerin-

ger ausgeprägt sein als in den Molekülen mit gleichen Adaptern (b), da nur die äußeren 

gleich aufgebauten Bereiche der Adapter daran beteiligt waren. Im Vergleich zu der Anla-

gerung der kleinen und sehr beweglichen Primer sollte daher in diesem Fall die PCR-Sup-

pression nur schwach ausgeprägt sein. Im Falle von Molekülen mit gleichen Adaptern, 

bzw. nach dem Auffüllen der Enden mit komplementären Enden der Einzelstrangenden 

über die gesamte Adapterlänge, sollte es hingegen zu einer nahezu kompletten PCR-Sup-

pression kommen (b und b´). DNA-Moleküle ohne Adapter (d), oder zum Zeitpunkt des 

Auffüllens der komplementären Enden noch einzelsträngig vorliegende Moleküle (a), 

wurden überhaupt nicht amplifiziert. Doppelsträngige Moleküle, bei denen nur ein 

Schwesterstrang über einen Adapter verfügte, wurden nach dem komplementären Auffül-

len dieses Adapters lediglich linear amplifiziert (c).    

Die primären PCR-Ansätze wurden 1 : 10 verdünnt und durch eine zweite PCR mit 

�nested� Primern erneut amplifiziert, um die differentiell exprimierten cDNA Klone weiter 

anzureichern. Die verwendeten Primer Nested PCR primer 1 und Nested PCR primer 2r 

entsprechen in ihrer Nukleotidsequenz den inneren Bereichen (22 bzw. 20 Bp) der entspre-

chenden Adapter (siehe Anhang G.1).  

Nach der PCR wurden die Amplifikate in geeignete PCR-Klonierungsvektoren kloniert 

und anschließend durch Dotblot -, Northernblot- und Sequenzanalyse verifiziert.  
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a 
b 

c 

d 

a 
b 

c 

d 

e 

5 ´ 
3 ´ 

3 ´ 
5 ´ 

   a, b , c , d                         + e 

E rste  Hybridisierung unter Zugabe 
von denaturiertem  D river 

Zweite  Hybridisierung, unter Zugabe von frisch denat. 
D river werden die  beiden T ester-Ansätze vereinigt 

Auffüllen der kohäsiven E nden durch 5m inütige 
Inkubation m it T aq Polym erase bei 75 °C 

Zugabe von Prim ern und Amplifikation 
durch PCR 

   a, d Keine Amplifikation 
 b b´ Keine Amplifikation 

c Lineare Am plifikation 

e Exponentielle  Am plifikation 

D river ohne Adapter 
M . incana 

Linien 1-8  ohne  F3´H-Aktivität 
T ester m it Adapter  2r 

M . incana 
Linien 1-8  m it  F3´H-Aktivität 

T ester m it Adapter  1 
M . incana 

Linien 1-8  m it  F3´H-Aktivität 

1  

2 

1

2

Abb. 15: Schematische Darstellung der subtraktiven Hybridisierung zweier differentieller cDNA-Populatio-
nen. 
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Aus der Kombination der beiden Hybridisierungsschritte sollten auf diese Weise nur 

adapterligierte plus cDNA-Moleküle, die in der ersten Hybridisierung einzelsträngig blie-

ben und in der zweiten Hybridisierung mit ebenfalls einzelsträngigen plus cDNA-Molekü-

len doppelsträngige Hybridmoleküle mit unterschiedlichen Adaptern an den 5�-Enden bil-

deten, exponential amplifiziert werden. Die erste Hybridisierung diente dabei zur Anrei-

cherung seltener Transkripte, die aufgrund ihrer geringen Konzentration im ersten Hybridi-

sierungsansatz langsamer renaturierten als häufig vorkommende Transkripte und daher 

anteilig länger einzelsträngig blieben. Bei der zweiten Hybridisierung sollten dann nur 

diese einzelsträngig verbliebenen Moleküle aus den zwei Hybridisierungsansätzen im ver-

einigten Ansatz die Hybridmoleküle mit unterschiedlichen Adaptern bilden und als einzige 

exponentiell amplifiziert werden. Durch zwei, statt nur einem Hybridisierungsschritt sollte 

es daher nicht nur möglich sein, differentiell exprimierte cDNA Klone zu isolieren, son-

dern dabei auch seltene Transkripte zu berücksichtigen. Die exakte Durchführung der sub-

traktiven Hybridisierung erfolgte weitgehend nach den Angaben des Herstellers. Das Ma-

nual kann unter http://www.clontech.com/techinfo/manuals/PDF/PT11171.pdf bezogen 

werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.clontech.com/techinfo/manuals/PDF/PT11171.pdf
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B.5.8 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) 
 

Zur Erzeugung von �full-length� cDNA aus cDNA-Fragmenten wurde eine schnelle 

Amplifikation von cDNA-Enden durchgeführt (Rapid Amplification of cDNA Ends, 

RACE). Dabei handelt es sich um eine spezielle RT-PCR-Technik, bei der mit Hilfe von 

genspezifischen Primern, die anhand der bereits bekannten Sequenz konstruiert wurden, 

die fehlenden 5�-und 3�-Enden des Fragmentes durch PCR amplifiziert werden. Je nach-

dem, ob das 5�- oder das 3�-Ende gesucht wird, unterscheidet man zwischen dem 5�- und 

dem 3�-RACE. 

 

 

B.5.8.1 5�-RACE mit A- und C-Tailing 

 

Das 5�-RACE mit A- und C-Tailing erfolgte nach modifizierten Protokollen von Frohmann 

et al. (1988, 1993) mit Hilfe des �5�-RACE System for Rapid Amplification of cDNA, 

Version 2.0� der Firma GIBCO BRL (Eggenstein). Die cDNA-Synthese wurde mit Hilfe 

eines genspezifischen Primers (GSP 1) durchgeführt (siehe auch B.5.6.2). Nach erfolgter 

cDNA-Synthese wurde die RNA durch einen RNAse-Enzymmix verdaut und der Ansatz 

danach durch das mitgelieferte �GlassMax� Reinigungssystem gereinigt. Dabei handelt es 

sich um Affinitätschromatographie, die dazu dient, alle Nukleinsäuren (inklusive Primer), 

die kleiner als 200 Bp sind, aus dem Ansatz zu entfernen. Um sicher zu gehen, dass die 

synthetisierte cDNA von der Silicamatrix ausreichend stark gebunden wird, sollte man da-

her die Position des cDNA-Synthese-Primer so wählen, dass ein mindestens 300 Nukleo-

tide großes cDNA-Molekül synthetisiert wird. Nach der Reinigung wurden durch die 

terminale Transferase dATPs oder dCTPs an das 3�-Ende der cDNA angehängt. In der Re-

gel erzeugt die terminale Transferase längere Oligo(dA)-, als Oligo(dC)-Enden (Kato et al., 

1967), was sich bei der nachfolgenden PCR nachteilig auswirken kann. Daher sollte im 

Regelfall das C-Tailing dem A-Tailing vorgezogen werden. Nach dem Tailing erfolgte die 

erste PCR mit einem zweiten, weiter innen liegenden, genspezifischen Primer (GSP 2) und 

mit einem Primer, der sich an das Oligo(dA)- oder an das Oligo(dC)-Ende anlagerte. Im 

Falle des A-Tailings war dies der �Adapterprimer� (AP), der auch beim 3�-RACE verwen-

det wurde (siehe B.5.8.3). Dieser Primer besitzt ein dT17-Ende, das sich an das Oligo(dA)-

Ende anlagert und einen über- bzw. abstehenden 20 Bp großen Adapteranteil (siehe G.1). 
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Im Falle des C-Tailings war dies der �Abrigded Anchor Primer� (AAP). Das an das  

Oligo(dC)-Ende der cDNA bindende Ende dieses Primers besteht aus 16 Nukleotiden mit 

10 Deoxyguanidinen  und 6 Deoxyinosinen (siehe Anhang G.1). Die Verwendung von De-

oxyinosinen liegt darin begründet, dass ein ausschließlich aus Deoxyguanidinen bestehen-

der Bindungsbereich gegenüber dem, bei der ersten PCR außerdem verwendeten zweiten 

genspezifischen Primer (GSP 2), eine wesentlich höhere Schmelztemperatur besitzen 

würde und daher seine Verwendung vermehrt zu unspezifischen Amplifikationen führen 

könnte. Außer der bindenden Region besitzt AAP den gleichen 20 Basenpaar großen 

Adapteranteil wie AP. 

Nach der ersten PCR erfolgte mit dem 1:100 verdünnten Ansatz eine zweite PCR (�nested� 

PCR), die bei verschiedenen Annealing-Temperaturen im Gradiententhermozykler durch-

geführt wurde (siehe B.5.6.3). Dabei wurde ein dritter, am weitesten innen liegender, 

genspezifischer Primer (GSP 3) und der �Abrigde Universal Anchor Primer� (AUAP) 

verwendet. Die Nukleotidsequenz von AUAP entspricht der des Adapteranteils von AAP 

und AP. Zum Teil waren weitere PCRs mit immer weiter innen liegenden genspezifischen 

Primern und AUAP notwendig, da das zu erwartende Amplifikat nicht deutlich genug zu 

erkennen war. Alle weiteren PCRs wurden im Gradiententhermozykler bei verschiedenen 

Annealing-Temperaturen durchgeführt.  

Nach jeder PCR wurde der Ansatz durch Agarosegelelektrophorese analysiert. Abhängig 

davon wie viele unspezifische Amplifikate neben dem vermuteten Fragment auftraten, 

wurde der PCR-Ansatz direkt oder erst nach Aufreinigung in einen geeigneten PCR-Klo-

nierungsvektor einkloniert (siehe B.5.9.1). Auch zwischen den beiden PCR-Ansätzen 

wurde zum Teil dieser Aufreinigungsschritt durchgeführt. 

 

 

B.5.8.2 RLM-RACE 

 

Das RLM-RACE wurde mit dem �GeneRacer� Kit� der Firma Invitrogen (Groningen, 

Niederlande) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Unter RLM-RACE (RNA Li-

gase-Mediated Rapid Amplification of 5� and 3�cDNA ends) versteht man eine RACE-

Technik, die sich grundliegend von den �normalen� RACE-Techniken unterscheidet. Hier 

findet die notwendige Modifikation durch Tailing oder Adapterligation nicht nach der 

cDNA-Synthese statt, sondern zuvor durch eine Modifikation der eingesetzten mRNA. 
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Dabei führt die Tatsache, dass mRNA-Moleküle mit einem vollständigen und undegradier-

ten 5�-Ende eine 7-Methylguanosingruppe besitzen dazu, dass ausschließlich �full-length� 

mRNA bzw. daraus synthetisierte cDNA im weiteren Verlauf amplifiziert werden. Die 7-

Methylguanosingruppe wird im Verlauf der posttranskriptionalen Modifikation eukaryon-

tischer mRNA (Processing) über eine Triphosphatbrücke an das 5�-Ende angehängt (Cap-

ping). Neben der Funktion einer Signalstruktur beim  �Einfädeln� der mRNA in die Ribo-

somen wird vermutet, dass die 7-Methylguanosingruppe die mRNA vor der Degradierung 

durch Exonukleasen schützt.  

Beim RLM-RACE wird die eingesetzte mRNA zunächst mit einer aus der Darmschleim-

haut von Kälbern gewonnenen alkalischen Phosphatase (calf intestinal phosphatase, CIP) 

behandelt. Dieses Enzym entfernt frei zugängliche Phosphatgruppen am 5�-Ende von 

Nukleinsäuren. Da die 7-Methylguanosingruppe das 5�-Ende vor Dephosphorylierung 

schützt, werden nur 5�-Enden von bereits degradierter mRNA dephosphoryliert. Nach dem 

Entfernen der CIP durch Phenol-Chloroform-Extraktion werden die 7-Methylguano-

singruppen durch die Tabaksäure-Pyrophosphatase (Tobacco Acid Pyrophosphatase, TAP) 

entfernt und es verbleiben frei zugängliche Monophosphatgruppen an den 5�-Enden der 

mRNA zurück.  An diese Phosphatgruppen wird mit Hilfe der T4-RNA-Ligase ein 44 

Nukleotide großer RNA-Adapter anligiert. Da die T4-RNA-Ligase nur 5�-Enden mit einer 

Monophosphatgruppe mit der Hydroxylgruppe des RNA-Adapters verbinden kann, werden 

nur �full-length� mRNA mit einem Adapter versehen. Nach der Adapterligation erfolgt 

eine cDNA-Synthese durch einen genspezifischen Primer (GSP 1). Anschließend wird die 

cDNA mit einem weiteren genspezifischen Primer (GSP 2) und einem 23 Nukleotid gro-

ßen Primer, dessen Sequenz homolog zu der Sequenz der äußeren 23 Nukleotide des RNA-

Adapters ist, durch PCR amplifiziert. In den meisten Fällen war schon nach der ersten PCR 

ein deutliches Amplifikat mit der zu erwartenden Größe zu erkennen und konnte ohne 

weitere Aufreinigung in geeignete PCR-Klonierungsvektoren einkloniert werden (siehe 

B.5.9.1). Selten war eine zweite PCR mit �nested� Primern notwendig, die mit verschiede-

nen Annealing-Temperaturen im Gradiententhermozykler durchgeführt wurde (siehe 

B.5.6.3). Eine Aufreinigung des PCR Ansatzes war in keinem Fall notwendig.  
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B.5.8.3 3�-RACE 

 

Das 3�-RACE stellt ein verhältnismäßig einfaches Verfahren dar, um fehlende 3�-Enden 

von klonierten DNA-Fragmenten durch eine spezielle RT-PCR zu amplifizieren. Beim 3`-

RACE erfolgt die cDNA-Synthese (siehe B.5.8.3) genauso, wie bei der PCR mit CYP-spe-

zifischen Primern (siehe B.5.6.4), mit Hilfe eines modifizierten Oligo(dT)-Primers (adapter 

primer, AP). Dieser Primer besitzt ein dT17-Ende, das sich an das Oligo(dA)-Ende anlagert, 

und einen über- bzw. abstehenden, 20 Basenpaar großen Adapteranteil (siehe Anhang 

G.1). Das Einführen dieses Adapteranteils bei der cDNA-Synthese ermöglicht bei der an-

schließenden PCR höhere Annealing-Temperaturen und somit eine höhere Spezifität. Da-

bei wird neben einem genspezifischen Primer, der anhand der bereits bekannten Sequenz 

konstruiert wird, ein 20 Nukleotide großer Primer verwendet, dessen Sequenz dem bei der 

cDNA-Synthese eingeführten Adapteranteil entspricht. Die errechnete Schmelztemperatur 

dieses Primers liegt, je nach verwendetem Algorithmus, zwischen 66 und 79,3 °C, was zu-

sammen mit einem entsprechend konstruierten genspezifischen Primer hohe Annealing-

Temperaturen bei der PCR im Gradiententhermozykler ermöglichte (siehe B.5.6.3). In der 

Regel reichte eine PCR aus, um ein deutliches Amplifikat mit der zu erwartenden Größe zu 

erkennen und ohne weitere Aufreinigung des PCR-Ansatzes direkt in geeignete PCR-Klo-

nierungsvektoren einzuklonieren  (siehe B.5.9.1).   

 

 

B.5.9 DNA-Klonierungstechniken 
 

B.5.9.1 Klonierung von PCR-Produkten 

 

Die Klonierung von PCR-Produkten erfolgte in speziellen PCR-Klonierungsvektoren, die 

linearisiert einzeln überhängende Deoxythymidine bzw. Uridine an ihren 3�-Enden tragen, 

nach den Angaben des jeweiligen Herstellers (siehe B.3.3). Abhängig von der bei der PCR 

verwendeten thermostabilen DNA-Polymerase wurde an unterschiedlich großen Anteilen 

von PCR-Produkten ein einzelnes überhängendes Deoxyadenosin angehängt und diese an-

schließend leicht in die PCR-Klonierungsvektoren einligiert (siehe B.5.6.3).  
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Bei ausschließlichem Gebrauch von �Proof Reading� Polymerasen mit 3�→5�-Exonuklea-

seaktivität, die mehr als 95 % Amplifikate mit glatten Enden erzeugen, wurde dem Ansatz 

nach erfolgter PCR eine Einheit Taq-Polymerase zugegeben und 8-10 min bei 72 °C im 

Thermozykler inkubiert. Durch diese Postamplifikation wurden die zur Klonierung benö-

tigten überhängenden Deoxyadenosine an ausreichend vielen Amplifikaten angehängt.  

PCR-Ansätze, die überwiegend nur ein Amplifikat mit der erwarteten Größe enthielten, 

konnten ohne weitere Aufreinigung in die PCR-Vektoren kloniert werden. Bei starker 

Kontamination mit Primerdimeren oder unspezifischen Amplifikaten unter 150 Basenpaa-

ren, reichte im allgemeinen die Reinigung mit �High Pure PCR Product Purification Kit� 

(Roche, Schweiz) aus. Bei Kontamination mit Amplifikaten über 150 Basenpaaren wurde 

das gesuchte Fragment wie unter B.5.9.2 beschrieben aus einem Agarosegel eluiert und an-

schließend in einen geeigneten PCR-Vektor einligiert. Nach der Ligation wurden die Vek-

toren in E. coli transformiert (siehe B.3.4). 

 

 

B.5.9.2 Subklonierung in vorgeschnittene Plasmide 

 

Zur Herstellung von Transformationskonstrukten zur Transformation von Hefen (siehe 

B.4.3.2) oder zur Transformation von Blütenblättern mit Hilfe der Partikelkanone (siehe 

B.5.11) mussten die zuvor in PCR-Klonierungsvektoren klonierten (siehe B.5.9.1) cDNA-

Klone in die entsprechenden Vektoren subkloniert werden. Dabei wurden die Gene mit ge-

eigneten Restriktionsenzymen aus dem PCR-Klonierungsvektor ausgeschnitten und in die 

Hefeexpressionsvektoren bzw. den �Schussvektor�, die mit den gleichen Restriktionsenzy-

men geschnitten worden waren, einkloniert. Zuvor wurden das ausgeschnittene Insert und 

der geschnittene Vektor in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und durch 

�QIAquick Gel Extraction Kit� oder durch �QIAex II Gel Extraction Kit� (Qiagen, Hilden) 

aus dem Gel eluiert. Anschließend wurden Insert und Vektor mit der T4-DNA-Ligase 

(Promega, MBI Fermentas, Roche) in verschiedenen Mengenverhältnissen und unter unter-

schiedlichen Bedingungen nach Angaben der Hersteller miteinander ligiert und in E. coli 

transformiert (siehe B.3.4). Die korrekte Orientierung der ORFs in den einzelnen Expressi-

onsvektoren wurde anhand interner Restriktionsschnittstellen des cDNA-Klons und 

Schnittstellen im Vektor durch den Endonukleasenverdau überprüft. 
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B.5.9.3 Präparation von Plasmid-DNA 

 

Die Präparation von Plasmid-DNA erfolgte im Minimaßstab durch das �Plasmid Miniprep 

Kit - Quantum Prep®� (Biorad, USA), im Midi- und Maximaßstab mit dem �Plasmid Puri-

fication Midi-� bzw. �Maxi-Prep� (Qiagen, Hilden). 

 

 

B.5.10 DNA-Sequenzierung 
 

Zu Beginn dieser Arbeit wurde DNA-Sequenzierung nach der Kettenabbruch- oder Dide-

eoxy-Methode (Sanger et al., 1977) mit radioaktivem [α35S] dATP durchgeführt. Dabei 

wurde das Sequenzier-Kit �Sequenase® Version 2.0� (Amersham, Braunschweig) verwen-

det. Als Sequenzierprimer dienten die mit den Klonierungsvektoren mitgelieferten Sequen-

zierprimer des jeweiligen Herstellers (siehe B.3.3). Im weiteren Verlauf wurden Sequen-

zierungen von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg, http://www.mwg-biotech.com/) und 

TopLab (Martinsried, http://www.toplab.de/ ) durchgeführt. 

 

 

B.5.11 Transformation von Blütenblättern mit der Partikelkanone 
 

Drei in dieser Arbeit  klonierte Gene sollten mit Hilfe einer Partikelkanone in Blütenkron-

blätter von Petunia hybrida transformiert werden. Dabei wurden verschiedene Blütensta-

dien der Linie Rl01 verwendet. Diese nahezu farblose, blass rosa gefärbte Mutante trägt 

die homozygot rezessiven Allele ht1 und hf1 und besitzt daher keine F3�- und F3�,5�-H-

Aktivität. Aus diesem Grund kommt in den Blütenblättern dieser Linie nur das 4´-hydroxy-

lierte Dihydrokaempferol vor. Da die Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR) in P. hybrida 

nur Flavonole akzeptiert, die am B-Ring 3�,4´-(Dihydroquercitin) oder 3�,4´,5�-hydroxy-

liert (Dihydromyricetin) sind, unterbleibt in dieser Linie die Anthocyansynthese (Meyer et 

al., 1987). Durch die Transformation von Sepalen mit cDNA-Klonen, welche die F3�- 

und/oder die F3�,5�H codieren, sollte es daher möglich sein, die entsprechenden hydroxy-

lierten Flavonole zu erzeugen und dadurch eine Anthocyansynthese zu ermöglichen.  

 

 

http://www.mwg-biotech.com/
http://www.toplab.de/
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Die Transformation der Blütenkronblätter von P. hybrida wurde in Zusammenarbeit und 

unter der Leitung von Dirk Börstling, Mitarbeiter des Lehrstuhls, durchgeführt. 

Dabei wurden die drei zu transformierenden Gene zunächst in den Vektor pGun einkloniert 

(siehe B.3.3), der einen doppelten 35S-Promotor aus dem Blumenkohlmosaikvirus vor der 

multiplen �cloning site� besitzt. Zu diesem Zweck wurde der offene Leserahmen der drei 

Gene durch RT-PCR amplifiziert und in den geschnittenen Vektor einkloniert (siehe 

B.5.9.2). Anschließend wurden diese Konstrukte auf Goldpartikel aufgelagert und mit 

Hilfe der Partikelkanone Biolistic® PDS-1000/He (Biorad, USA) durch einen starken Heli-

umüberdruck auf die Blütenblätter geschleudert. Die Verwendung des Edelgases Helium 

zur Erzeugung des Überdruckes und von Gold als Trägerpartikel liegt in der biologischen 

Inertheit dieser Elemente begründet.  

Die Partikelkanone ist im wesentlichen aus drei Kammern aufgebaut. In der oberen, wird 

durch den Heliumzufluss aus einer Druckflasche ein starker Überdruck aufgebaut. Die 

mittlere und untere sind durch eine Plexiglastür frei zugänglich und werden durch ein 

Mittelstück mit integriertem Schraubeinsatz voneinander getrennt. 

Die Beschichtung der Goldpartikel mit der DNA erfolgte durch das sogenannte �coating�. 

Dabei wurden Goldpartikel mit einem Durchmesser von 1 µm (Biorad, USA) in Ethanol 

oder Glycerin zunächst fein suspendiert. Anschließend wurde das zu transformierende 

Plasmid zu dem suspendierten Gold zugegeben und unter Zugabe von Spermidin als DNA-

Schutzsubstanz mit CaCl2 gefällt. Dabei lagerten sich die DNA-Moleküle an die Goldpar-

tikel an. Die Goldpartikel wurden anschließend  mit verschieden starkem Druck auf die auf 

Nährmedium gebetteten Blüten geschleudert. Dazu wurde die Gold-DNA-Suspension auf 

eine Kunststoffträgerscheibe pipettiert und kurz angetrocknet, wobei darauf zu achten war, 

dass die Suspension nicht vollkommen austrocknete. Der Plastikträger wurde dann zu-

sammen mit einem metallenen Rückhaltesieb in den runden Schraubeinsatz gelegt, der die 

mittlere von der unteren Kammer trennt. In einen zweiten Schraubeinsatz, der die Über-

druckkammer von der mittleren Kammer trennt, wurde eine Berstscheibe eingelegt, die bei 

Erreichen eines bestimmten Druckes barst. Nach dem Positionieren der Blütenblätter in der 

unteren Kammer wurde dort durch eine Elektrovakuumpumpe ein Unterdruck erzeugt. Ab 

einem gewissen Unterdruck wurde die Heliumzufuhr an einer Druckflasche geöffnet und 

kurz darauf,  bei Erreichen eines bestimmten Drucks, platzte die Berstscheibe. Dadurch 

wurde der Druck in der mittleren Kammer schlagartig erhöht, die mit den Gold-DNA-Par-

tikel beschichtete Trägerscheibe platzte und die Partikel wurden durch den Schraubeinsatz 
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hindurch auf die darunter liegenden Blüten geschleudert. Das wenige Millimeter unterhalb 

der Trägerscheibe befindliche Rückhaltesieb hielt dabei die Trümmer der Trägerscheibe 

zurück und ließ nur die feinen Partikel hindurch. Die genaue Handhabung der Partikelka-

none und eine detaillierte Beschreibung von der Präparation der Gold-DNA-Partikel kön-

nen aus dem Handbuch der Partikelkanone entnommen werden.  
 

 

B.5.12 Heterologe Genexpression in Hefe 
  

Um die Funktion der Genprodukte der klonierten CYP-cDNA-Klone nachzuweisen wurden 

diese heterolog in Hefen exprimiert. Dazu wurden die offenen Leserahmen dieser Klone 

mit �end-to-end� PCR-Primern durch PCR amplifiziert, in geeignete PCR-Vektoren zwi-

schenkloniert (siehe B.5.9.1) und anschließend in Hefeexpressionsvektoren subkloniert 

(siehe B.5.9.2). Mit den transformierten Hefen wurden sowohl in vivo Enzymtests, als auch 

in vitro Enzymtests mit isolierten Mikrosomen durchgeführt (siehe B.6.2). 

 

 

B.5.13 Allgemeine molekularbiologische Standardmethoden 
 

Alle weiteren nicht näher beschriebenen molekularbiologischen Standardmethoden er-

folgten nach Sambrook et al. (1989) und Bertram und Gassen (1991). 

 

 

B.6 Proteinbiochemische Methoden 
 

B.6.1 Präparation von Hefemikrosomen 
 

Unter Mikrosomen versteht man kleine geschlossene Vesikel mit einem Durchmesser von 

ca. 100 nm, die bei der Homogenisierung von Zellen bzw. Geweben aus dem endoplasma-

tischen Reticulum entstehen. Je nachdem ob bei der Homogenisierung raues oder glattes 

endoplasmatisches Reticulum zerstört wird, unterscheidet man raue und glatte Mikroso-

men. Raue Mikrosomen sind an der Außenseite mit Ribosomen besetzt, d.h. die Orientie-

rung der Membran bleibt erhalten. 
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Die Präparation von Hefemikrosomen erfolgte 14-18 Stunden nach der Galaktoseinduktion 

der Hefen (siehe B.4.3) nach einem modifizierten Protokoll von Pompon et al. (1996). Zu-

nächst wurden die 250 ml Kulturen durch 5minütige Zentrifugation (2500 g, RT) in 

passenden Zentrifugenbehältnissen geerntet, in 27 ml TEK-Puffer (0,1 M KCl; 50 mM 

Tris-HCl, pH 7,4; 1 mM EDTA) resuspendiert und erneut wie zuvor zentrifugiert. Der 

Überstand wurde anschließend vorsichtig dekantiert und mit eiskaltem TES-B-Puffer (50 

mM Tris, pH 7,4; 1 mM EDTA; 0,6 M Sorbitol; 2 mM DTT) resuspendiert. Alle weiteren 

Schritte erfolgten auf Eis. Die Hefesuspension wurde nun in ein dicht verschraubbares 50 

ml Kunststoffreaktionsgefäß (Falcon, Nalgene oder vergleichbares) pipettiert und mit 10 g 

säuregewaschenen Glasperlen (Ø 425-600 µm, Sigma) versetzt. Anschließend wurden die 

Hefen durch heftiges Schütteln aufgebrochen. Dabei wurde das Gefäß jeweils 30 Sekunden 

heftigst geschüttelt und anschließend für 30 Sekunden auf Eis abgekühlt. Dieser Vorgang 

wurde zunächst 20 mal wiederholt, dann erfolgte eine mikroskopische Kontrolle, ob der 

Großteil der Hefezellen aufgeschlossen worden war. Dies war daran zu erkennen, dass die 

zuvor runden bzw. ovalen Hefezellen nun unter dem Lichtmikroskop ein kantiges und 

eckiges Erscheinungsbild hatten. In der Regel waren die meisten Hefezellen nach 

20maligem Schütteln aufgebrochen, im Zweifelsfall wurde der Vorgang noch 10 mal wie-

derholt. Nach dem Aufschluss wurden dem Ansatz weitere 5 ml TES-B zugegeben und 

nach kurzem Anzentrifugieren (bis 800 rpm mit quickstart) der Gefäße der Überstand ab-

genommen und in ein für höhere g-Werte geeignetes Zentrifugenröhrchen überführt. Der 

Ansatz wurde noch drei weitere Male mit jeweils 5 ml TES-B gewaschen und die verei-

nigten Überstände für 10 min (18000 g, 4 °C) zentrifugiert, um Zelltrümmer und restliche 

Glasperlen zu entfernen. Anschließend wurde der Überstand in einen passenden Messzy-

linder, in dem 940 µl 4 M wässrige NaCl-Lösung (final ≈0,15 M) vorgelegt war, überführt 

und mit TES-B auf 25 ml aufgefüllt. Nach gründlichem Mischen wurde der Ansatz in ein 

neues 50 ml Reaktionsgefäß gegossen und 2,5 g PEG 4000 (Fluka) zugegeben. Das PEG 

wurde dann mit Hilfe eines Teflonstabes vollständig gelöst, der Ansatz anschließend für 15 

min auf Eis inkubiert und danach 10 min zentrifugiert (13000 g, 4 °C). Nach dem Dekan-

tieren des Überstandes wurde das Mikrosomen enthaltende Pellet mit 2,5 ml TES-B gewa-

schen (5 Minuten zentrifugiert bei 13000 g und 4 °C) und anschließend mit 2,5 ml TEG 

(50 mM Tris, pH 7,4; 1 mM EDTA; 2 mM DTT; 20 % (v/v) Glycerin) im Potter homoge-

nisiert. Der Ansatz wurde in 200 µl Portionen aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockge-

froren und bei �70 °C gelagert. 
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B.6.2 Cytochrom P450 Enzymtests 
 

Zum Nachweis der F3�H- und der F3�,5�H-Aktivität der heterolog in Hefe exprimierten 

cDNA-Klone wurden sowohl in vivo als auch in vitro Enzymtests durchgeführt. Die Be-

stimmung der Substratumsätze erfolgte wie in Kapitel B.5.5.3 beschrieben. 

 

 

B.6.2.1 In vivo Enzymtests (Bioconversion) 

 

Bei den in vivo Enzymtests wurde 0,06 nmol radioaktiv markiertes Substrat (Naringenin 

oder Dihydrokaempferol), welches in ca. 100 µl Ethylacetat gelöst war, in ein 15 ml Reak-

tionsgefäß ca. 6-8 Stunden unter dem Abzug exponiert bis das gesamte Ethylacetat ver-

dampft war. Anschließend wurden 3 ml einer frisch mit Galaktose induzierten Hefekultur 

zu dem Reaktionsgefäß gegeben und für weitere 14 bis 18 Stunden bei 28 °C und 250 rpm 

kultiviert (siehe B.4.3). Die Kultur wurde danach auf zwei Eppendorfgefäße (2 ml Safe-

lock) aufgeteilt, mit 200 µl Ethylacetat versetzt, intensiv 1 Minute gevortext und nachfol-

gend in einer Tischzentrifuge 1 Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Dieser Extraktions-

schritt wurde mit 100 µl Ethylacetat wiederholt. Beide Oberphasen wurden auf Zellulose-

dünnschichtplatten (Schleicher & Schüll, Dassel) aufgetragen und in CAW (Chloroform-

Essigsäure-Wasser, 10 : 9 : 1)-Laufmittel chromatographiert. Als Vergleichssubstanzen 

wurden radioaktiv markiertes Naringenin (NAR), Dihydrokaempferol (DHK), Eriodyctiol 

(ERI) und nicht radioaktives Pentahydroxyflavanon (PHF), Dihydroquercetin (DHQ) und 

Dihydromyricetin (DHM) verwendet. Nach der 4-8stündigen Chromatographie wurden die 

Platten für mindestens 10 Stunden unter dem Abzug abgedampft und je nach Intensität der 

Signale für 2-8 Stunden auf speziellen Photoplatten (Fuji Photo Film, Japan) exponiert. Die 

Analyse der Autoradiogramme erfolgte wie in Kapitel B.5.5.3 beschrieben. 
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B.6.2.2 In vitro Enzymtests mit Hefemikrosomen 

 

Soweit nicht anders angegeben erfolgten die mit Hefemikrosomen durchgeführten En-

zymtests wie folgt: 

 

Gesamtvolumen: 200 µl; Reaktionstemperatur: 25 °C; Reaktionsdauer: 30 min bei offenen 
Eppendorfgefäßen 
140 µl 0,1 M Tris-HCl-Puffer; pH 7,5 
0,03 nmol [14C]-Naringenin, oder [14C]-Dihydrokaempferol 
5-50 µl Mikrosomenfraktion  (z.T. mit Tris-HCl-Puffer verdünnt) 
10 µl NADPH ( 1 nmol) 
 

Bei der Zugabe unterschiedlich großer Mengen an mikrosomalem Protein wurden die Re-

aktionsansätze bei einem konstanten Reaktionsvolumen von 200 µl entsprechend mit Tris-

HCl-Puffer aufgefüllt. Nach der Inkubation wurden die Ansätze wie in B.6.2.1 beschrieben 

mit jeweils 200 und 100 µl Ethylacetat extrahiert und anschließend chromatographisch 

analysiert. 

 

 

B.6.2.3 Bestimmung der spezifischen Enzymaktivität der F3�H und der F3�,5�H 

 

Die spezifische Enzymaktivität (Eakt) wurde anhand der Substratumsätze (siehe B.5.5.3), 

der eingesetzten Proteinmenge (siehe B.6.4) und der Reaktionszeit ermittelt: 

 

spezifische Eakt= Prod*/(Prod*+Sub*) x Sub x t-1 x p-1 

mit 

Sub: Gesamtmenge Substrat im Testansatz 
Sub*:  gemessener Relativwert für [14C]-markiertes Substrat 

Prod*: gemessener Relativwert für [14C]-markiertes Produkt  
t-1: Reaktionszeit 
p-1: Menge an mikrosomalem Gesamtprotein 

 

Bei den F3�,5�H-Enzymtests wurden die beiden möglichen Produkte (3�- und 3�,5�-hy-

droxyliert) bei der Bestimmung der spezifischen Enzymaktivität zusammengefasst.  
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B.6.3 Bestimmung der Cytochrom P450-Reduktase-Aktivität 
 

Die Bestimmung der Cytochrom P450-Reduktase-Aktivität in der mikrosomalen Protein-

fraktion erfolgte nach Urban et al. (1990, 1994).  

Testansatz: 1 ml 50 mM; Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA; 1 mM KCN (frisch ansetzen); 

16 µM Cytochrom c; bei Raumtemperatur. 

Gestartet wurde die Reaktion mit ca. 3-50 µg mikrosomalem Protein. Die Änderung der 

Absorption bei 550 nm wurde alle 5 Sekunden gemessen und der ∆A550-Wert im linearen 

Bereich des Reaktionsverlaufs bestimmt. Die spezifische Enzymaktivität wurde anschlie-

ßend nach folgender Formel berechnet: 

 

spezifische Eakt =∆A550 * ε550 * V * t-1 * p-1 

 
mit  ∆A550 = Absorptionsänderung bei 550 nm 
 ε 550 = differentieller Absorptionskoeffizient von Cytochrom c  
 (red./ox.; ε 550 = 21.000 M-1 * cm �1) 
 V = Reaktionsvolumen (1ml) 
 t-1 = Reaktionszeit 
 p-1 = Menge an mikrosomalem Protein 
 

 

 

B.6.4 Proteinbestimmung 
 

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes der Mikrosomenpräparationen wurde mit 

Rinderserumalbumin als Eichsubstanz nach Bradford (1976) durchgeführt. 
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B.7 Computeranalysen 
 

Die Analyse und Verwaltung der Sequenzdaten erfolgte mit dem Programm Omiga 1.2 

(Oxford Molecular, Großbritannien). Zur Analyse der Sequenzrohdaten wurde das Pro-

gramm Chromas 1.62 (Technelysium Pty Ltd, Australien) verwendet. Die neueste Version 

dieses Programms kann unter http://www.technelysium.com.au/chromas.html bezogen 

werden. Weitere Programme, die zur Edition und Analyse von Sequenzdaten eingesetzt 

wurden, sind im einzelnen: ClustalW (1.81) zur Anfertigung von Nuklein- und 

Proteinalignments (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/; Thomson et al., 1994); Protein Engine 

zur  Translation von Nukleotidsequenzen   (http://www.ebi.ac.uk/translate/ Translation 

Machine). Einen Überblick über diese und weitere vom �European Bioinformatics Institute 

(EMBL)� im Internet zur Online-Verwendung zur Verfügung gestellten Programme ist un-

ter http://www.ebi.ac.uk/Tools/index.html zu erhalten. 

Die Genbankrecherchen wurden mit den Programmen �basic Blast� und �advanced Blast�  

(Altschul et al., 1990 und 1997; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi) durchgeführt, 

die von dem US-amerikanischen �National Center for Biotechnology Information (NCBI)� 

zur Verfügung gestellt werden. Zur Erstellung phylogenetischer Stammbäume wurde das 

Programm �TreeView� (Page, 1996) verwendet, das von der Universität von Glagow 

(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html) bezogen werden kann. Zur Berech-

nung von Mulekulargewichten von Proteinen und Nukleinsäuren wurde das online zur 

Verfügung stehende Programm http://paris.chem.yale.edu/extinct.noframes.html �Bio-

polymer Calculator� des Department of Chemistry der Yale University (USA) verwendet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
http://www.ebi.ac.uk/translate/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi
http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
http://paris.chem.yale.edu/extinct.noframes.html
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C. Ergebnisse  
 

C.1 Ansatz zur Klonierung der F3�H bei Matthiola incana durch subtrak-

tive Hybridisierung zweier differentieller cDNA-Populationen 
 

C.1.1 Isolierung von CYP-spezifischen cDNA-Fragmenten 
 

Bei der subtraktiven Hybridisierung von cDNA-Populationen mit F3�H-Aktivität gegen 

cDNA-Populationen ohne F3�H-Aktivität wurden insgesamt über 300 durch PCR amplifi-

zierte Fragmente kloniert und nachfolgend verifiziert (siehe B.5.7). Dabei wurden die klo-

nierten Fragmente zunächst durch DNA-Sequenzierung analysiert. Kleinere Fragmente (< 

500 Bp) wurden daneben auch durch Northernblot - und Dotblot-Analyse verifiziert, da bei 

einer Genbankrecherche mit DNA-Sequenzen von kleineren Fragmenten möglicherweise 

die Sequenzinformation nicht ausgereicht hätte, um auf ein Cytochrom P450-Enzym und 

somit auf ein mögliches F3�H-spezifisches Fragment hinzuweisen (siehe auch A.3.1).  

 

Bei der subtraktiven Hybridisierung der cDNA aller 8 plus Linien mit der cDNA aller 8 

minus Linien, die beide mit unspezifischen Oligo(dT)-Primern synthetisiert wurden, konn-

ten weder differentiell exprimierte noch CYP-spezifische DNA-Fragmente isoliert werden. 

Auch bei dem Hybridisierungsansatz, in dem die cDNA-Synthese der 8 plus und der 8 mi-

nus Linien mit CYP-spezifischen Primern vorgenommen wurde, konnten keine derartigen 

Fragmente kloniert werden (siehe auch B.5.7). 

 

Nur bei der Hybridisierung, in der die mit CYP-spezifischen Primern synthetisierten  

cDNA der einzelnen plus Linie Nr. 04 mit der auf gleiche Weise synthetisierten cDNA al-

ler 8 minus Linien (09-16) subtraktiv hybridisiert wurde, konnten zwei CYP-spezifische 

DNA-Fragmente isoliert werden. Bei diesen Fragmenten handelte es sich um das 734 Bp  

große DNA-Fragment PUHT und das 826 Bp große DNA-Fragment SPHT, welche einen 

offenen Leserahmen von 244 (ORF +3) bzw. 274 (ORF +3) Aminosäureresten aufwiesen.  

Bei der computergestützten Genbankrecherche dieser offenen Leserahmen zeigte das 

Fragment PUHT mit 77 % identischen Aminosäuren die größte Homologie mit einem 

�putative Cytochrome P450� aus Arabidopsis thaliana (Acc.: AC003680).  
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Zum Zeitpunkt der Genbankrecherche waren noch keine F3�H-Sequenzen veröffentlicht, 

so dass der Hauptanhaltspunkt, ein F3�H-spezifisches Fragment isoliert zu haben, darin be-

stand, dass dieses Fragment zu den pflanzlichen CYP-Genen bzw. den entsprechenden 

cDNA gehörte. Dieses wurde von den mehr als 50 erzielten Sequenzen bestätigt, da sie 

ausnahmslos zu pflanzlichen CYP-Genen gehörten. Neben der Zugehörigkeit zu den CYP-

Genen erwartete man aufgrund der großen funktionellen Ähnlichkeit der Genprodukte eine 

große Homologie eines möglichen F3�H-Genfragments mit den bereits veröffentlichten 

F3�,5�H-Sequenzen. Das Fragment PUHT zeigte mit 45 % identischen Aminosäuren die 

größte Homologie zu der F3�,5�H von Catharanthus roseus (Acc.: AJ011862) und kam 

daher zu dem damaligen Zeitpunkt durchaus als F3�H-spezifisches Genfragment in 

Betracht. 

Der offene Leserahmen des Fragments SPHT zeigte mit 77 % identischen Aminosäuren die 

größte Ähnlichkeit zu einem �flavonoid 3', 5'-hydroxylase-like protein� Arabidopsis 

thaliana (Acc.: AL161533.2). Die Autoren dieser Sequenzveröffentlichung verweisen auf 

eine große Homologie ihres Gens zu dem Gen der F3�,5�H aus Campanula medium, die 

mit 37 % identischen Aminosäuren beider Aminosäurensequenzen jedoch vergleichsweise 

niedrig erschien. Da außerdem bekannt war, dass A. thaliana über eine F3�H-, aber nicht 

über eine F3�,5�H-Aktivität verfügt, war die Ähnlichkeit von SPHT zu diesem Gen nur ein 

gering einzuschätzender Hinweis auf ein mögliches F3�H-spezifisches cDNA-Fragment. 

Das Fragment SPHT zeigte seinerseits innerhalb der veröffentlichten F3�,5�H-Sequenzen 

ebenfalls die höchste Homologie zu der F3�,5�H-cDNA aus Campanula medium, die 

jedoch mit 29 % identischen Aminosäuren noch wesentlich geringer war als bei der cDNA 

aus A. thaliana.  

 

 

C.1.2 Verifikation der CYP-cDNA-Fragmente durch Northernblot-

Analyse 
 

Ob die isolierten Fragmente PUHT (734 Bp) und SPHT (826 Bp) differentiell exprimiert 

werden, wurde durch Northernblot-Analyse überprüft. Dabei wurden jeweils 10 µg mRNA 

der Linie 04 mit F3�H-Aktivität und der Linie 12 ohne F3�H-Aktivität eingesetzt und mit 

radioaktiv markierten DNA-Sonden beider Fragmente hybridisiert. Die Hybridisierungen 

wurden unter äußerst stringenten Bedingungen durchgeführt (siehe auch B.5.1.3).  
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In Abbildung 16 ist das Ergebnis der beiden Hybridisierungen dargestellt. Bei der Hybridi-

sierung des Northernblots mit beiden DNA-Sonden wurde ein und dasselbe Blot verwen-

det. Die Hybridisierung mit PUHT zeigt in beiden RNA-Bahnen ein deutliches Signal um 

ca. 1750 Bp und einen �Schmier� bei kleineren mRNA-Molekülen. Der Blot wurde nach 

der Hybridisierung mit PUHT �gestrippt� und anschließend mit der SPHT-Sonde hybridi-

siert. Bei dieser Hybridisierung war nur ein einziges deutliches Signal um ca. 1750 Bp in 

der mRNA-Bahn von Linie 04 zu erkennen. 

 
    Linie 04 ▼      Linie 12 ▼        Linie 04 ▼      Linie 12 ▼ 

  
     a)                                                b) 
Abb. 16: Northernblot-Analyse mit jeweils 10 µg mRNA der M. incana Linien 04 und 12. a) Hybridisierung 
mit radioaktiv markiertem Fragment PUHT (734 Bp). b) Hybridisierung mit radioaktiv markiertem Fragment 
SPHT (826 Bp). Weitere Erläuterungen, siehe Text. 
 

Die Ergebnisse der Northernblot-Analyse legten den Schluß nahe, dass nur SPHT differen-

tiell exprimiert wird und PUHT nicht. Bei dem nachfolgenden 3�-RACE beider Fragmente  

wurde das Ergebnis der Northernblot-Analyse bestätigt (siehe C.1.3), so dass man davon 

ausgehen kann, dass es sich bei dem DNA-Fragment SPHT tatsächlich um einen Teil eines 

differentiell exprimierten CYP-Gens handelt. 

 

 

 

 

RNA-Marker I (Roche) 

◄1821 Bp 

◄1517 Bp 

 

◄1049 Bp 
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C.1.3 Schnelle Amplifikation der cDNA-Enden (RACE) der isolierten 

Fragmente  
 

Das 3�-Ende beider Fragmente wurde mit Hilfe des 3�-RACE generiert (siehe B.5.8.3). 

Dabei wurde neben dem Adapterprimer (AP) jeweils ein genspezifischer Primer (3�G1) 

verwendet. Die Amplifikation der 3�-Enden erfolgte in einem Gradiententhermozykler bei 

Annealing-Temperaturen zwischen 50-60 °C bzw. zwischen 55-65 °C und ansonsten unter 

Standardbedingungen.  

Im Falle von PUHT wurde ein 788 Bp und im Falle von SPHT ein 1176 Bp großes Frag-

ment amplifiziert, welche beide ein Poly(A)+-Ende aufwiesen. In beiden Fällen konnte die 

Amplifikation dieser Fragmente ohne Probleme und zuverlässig reproduziert werden. Bei 

Kontrollen mit cDNA aus den Linien 04 und 12 wurden die Ergebnisse der Northernblot-

Analyse eindeutig bestätigt. 

Während das 3�-RACE-Fragment  von PUHT in beiden Linien amplifiziert werden konnte, 

war dies bei SPHT nur in der Linie 04 möglich. Auch bei der späteren PCR-Amplifikation 

des vollständigen cDNA-Klons von SPHT war dies in der Linie 04 möglich, in der Linie 

12 jedoch nicht. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass es sich bei CYP SPHT um 

ein differentiell exprimiertes CYP-Gen handelt, das in der Linie 04 aber nicht in der Linie 

12 exprimiert wird (siehe auch folgendes Kapitel C.1.4).  

 

Das 5�-RACE beider Fragmente erwies sich als ausgesprochen schwierig und langwierig. 

Das 5�-RACE wurde sowohl mit C-, als auch mit A-Tailing durchgeführt (siehe  B.5.8.1). 

Bei beiden Fragmenten konnten so gut wie keine eindeutigen Amplifikate amplifiziert 

werden. Bei der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Ansätze war im erwarteten 

Größenbereich lediglich ein verdichteter �Schmier� zu erkennen, der aus dem Agarosegel 

eluiert und anschließend in PCR-Klonierungsvektoren einkloniert wurde. Die unterschied-

lich großen Fragmente, die in den Klonierungsvektor einkloniert worden waren, wurden 

nachfolgend durch Sequenzierung analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass es sich bei na-

hezu allen Fragmenten um 5�-RACE spezifische Fragmente der gesuchten Gene handelte, 

die unterschiedlich weit zum Startcodon ATG hin amplifiziert wurden. Nach mehreren 5�-

RACE-Ansätzen konnte bei dem Fragment SPHT ein vollständiges 5�-Ende generiert wer-

den, welches das Startcodon und einen 14 Bp umfassenden Leader-Bereich beinhaltete.  
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Bei dem Fragment PUHT war es trotz mehrfacher Ansätze nicht möglich, ein vollständiges  

5�-Ende zu isolieren. Auch die Verwendung der noch weiter innen liegenden genspezifi-

schen Primer 5�G4 und 5, die aufgrund der Sequenzinformation der unvollständigen 5�-

Fragmente konstruiert werden konnten, führten nicht zur Generierung eines vollständigen 

5�-Endes. 

 

 

C.1.4 Verifikation der vollständigen cDNA-Klone 
 

Von den beiden klonierten CYP-Fragmenten konnte nur aus dem Fragment SPHT ein voll-

ständiger cDNA-Klon erzeugt werden. Der vollständige SPHT-Klon wurde durch PCR mit 

�end-to-end� Primern aus cDNA der Linie 04 amplifiziert und komplett durchsequenziert. 

Dieser cDNA-Klon hat eine Größe von 1758 Nukleotiden und besitzt einen offenen Lese-

rahmen, der 504 Aminosäuren codiert. Bei der Genbankrecherche zeigte der vollständige 

SPHT-Klon, wie bereits das bei der subtraktiven Hybridisierung isolierte 826 Bp große 

Fragment, die größte Homologie zu einem �flavonoid 3', 5'-hydroxylase-like protein� Ara-

bidopsis thaliana (Acc.: AL161533.2 [siehe auch C.1.1]). Mit 82 % identischen Aminosäu-

ren ist die Homologie beider ORFs so hoch, dass sie in einer CYP-Unterfamilie einzuord-

nen sind. Aufgrund der geringen Homologie zu der in Zwischenzeit veröffentlichten 

cDNA-Sequenz der F3�H aus Petunia hybrida wurde zunächst auf die Expression des voll-

ständigen SPHT-Klons in einem geeigneten Expressionsvektor verzichtet und später, nach 

der Klonierung der tatsächlichen F3�H aus M. incana, ganz aufgegeben. 

 

Bei dem Fragment PUHT konnte nur ein 1639 Bp großes cDNA-Fragment aus den ver-

schiedenen RACE-Fragmenten konstruiert werden, das einen codierenden Bereich von 487 

Aminosäuren aufweist (siehe auch C.1.3). Bei der Genbankrecherche wies dieses Frag-

ment, wie bereits das bei der subtraktiven Hybridisierung isolierte 734 Bp große Fragment, 

mit 75 % identischen Aminosäuren die größte Homologie mit einem �putative Cytochrome 

P450� aus Arabidopsis thaliana (Acc.: AC003680 [siehe auch C.1.1]) auf. Gegenüber allen 

CYP-cDNA-Klonen, die bei der Genbankrecherche gefunden wurden, fehlte dem PUHT-

Klon am 5�-Ende ein cDNA-Abschnitt, der ca. 10-20 Aminosäuren codiert. Ein ATG-

Startcodon am 5�-Ende konnte im postulierten offenen Leserahmen des Fragmentes eben-

falls nicht gefunden werden.  
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Gegenüber dem CYP-Gen aus A. thaliana fehlte dem PUHT-Fragment ein cDNA-Ab-

schnitt, der 14 Aminosäuren codiert. Weitere Versuche, das vollständige 5�-Ende des 

cDNA-Klons zu isolieren, wurden aus den gleichen Gründen, wie bereits beim SPHT-

Fragment erläutert, nicht mehr unternommen (s.o.). 

 

Die Adapter und Primer, die bei der subtraktiven Hybridisierung verwendet wurden, sind 

im Anhang G.1 aufgeführt (siehe B.5.7). Die Nukleotidsequenz von PUHT  ist mit der 

entsprechenden Aminosäuresequenz des offenen Leserahmens im Anhang G.2. zusammen 

mit allen verwendeten genspezifischen Primern und den RSAI-Schnittstellen dargestellt.  
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C.2 Klonierung einer F3�- und/oder einer F3�,5�H durch heterologes 

Screening der cDNA-Genbank von Callistephus chinensis 
 

Bei dem heterologen Screening der cDNA-Bibliothek der Sommeraster (Callistephus chi-

nensis) wurden jeweils ca. 105 rekombinante Lambda NM1149 Phagen mit zwei F3�,5�H 

�full-length� cDNA-Klonen aus Petunia hybrida und einem F3�H �full-length� cDNA-

Klon aus Arabidopsis thaliana hybridisiert (siehe B.5.4). 

 

Die Hybridisierung der Phagen mit den beiden F3�,5�H cDNA-Klonen aus P. hybrida 

wurde bei vier verschiedenen Hybridisierungstemperaturen durchgeführt. Ausgehend von 

64 °C wurde die Hybridisierungstemperatur schrittweise um jeweils 2 °C bis auf 58 °C re-

duziert (siehe B.5.5). Bei den höheren Temperaturen (64 und 62 °C) konnten in der ersten 

Screening-Runde nur sehr schwache Signale detektiert werden, die nach dem Ausplattieren 

der entsprechenden Plaques in der zweiten Screening-Runde völlig verschwanden. Bei den 

niedrigeren Temperaturen (60 und 58 °C) konnten einige geringfügig stärker ausgeprägte 

Signale beobachtet werden, die zum Teil auch in der zweiten und dritten Screening-Runde 

auftraten.  

Die in der dritten Screening-Runde isolierten Phagen trugen Inserts zwischen 500 und 

2000 Bp. Nach der Sequenzierung und der nachfolgenden Genbankrecherche zeigte keines 

der isolierten Inserts eine signifikante Homologie zu einem der bekannten F3�,5�H-cDNA-

Klone oder zu irgendeinem anderen pflanzlichen CYP-cDNA-Klon.  

Es musste daher davon ausgegangen werden, dass die verwendeten cDNA-Sonden aus P. 

hybrida eine zu geringe Homologie mit der gesuchten F3�,5�H aus Callistephus chinensis 

besitzen, um bei geeigneten Hybridisierungstemperaturen spezifisch mit dieser zu hybridi-

sieren. Eine weitere Verringerung der Hybridisierungstemperatur kam in Anbetracht der 

bereits bei 58 °C zahlreich auftretenden unspezifischen Signale nicht in Frage. 

Die Hybridisierung der Phagen mit dem F3�H-cDNA-Klon aus A. thaliana wurde bei einer 

Hybridisierungstemperatur von 58 °C durchgeführt. Um Hybridisierungsartefakte zu redu-

zieren, wurden von den ausplattierten Phagen in der ersten und zweiten Screening-Runde 

doppelte Membranabzüge angefertigt und nur Plaques, die auf beiden Abzügen eindeutige 

Hybridisierungssignale aufwiesen, erneut in den weiteren Screening-Runden amplifiziert 

(Abb. 17). 
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Abb. 17: Doppelte Membranabdrücke der zweiten Screening-Runde von einer im Phagen Lambda NM1149 
erstellten cDNA-Bibliothek von C. chinensis. Die Membrane wurden mit einer F3�H-cDNA-Sonde aus A. 
thaliana hybridisiert.  
 
 

Bereits in der ersten Screening-Runde traten zahlreiche, deutlich ausgeprägte Hybridisie-

rungssignale auf. Die dem stärksten Signal entsprechenden Plaques wurden erneut ausplat-

tiert und hybridisiert. Von den Phagen, die auch in der dritten Screening-Runde auf beiden 

Abdrücken stark ausgeprägte Signale zeigten, wurde die DNA isoliert und die Insertgröße 

durch einen EcoRI Restriktionsverdau bestimmt. Die Größe der isolierten Fragmente lag 

zwischen ca. 1000 und 5000 Bp, dabei wiesen die meisten Fragmente ein Größe zwischen 

ca. 1000 und 2500 Bp auf. Auffallend viele Fragmente besaßen eine Größe zwischen 1150 

und 1250 Bp (Abb. 18).  

 

Alle Inserts mit einer Größe zwischen 1000 und 2000 Bp wurden durch PCR mit Phagen 

spezifischen Primern amplifiziert, in geeignete PCR-Klonierungsvektoren kloniert und  

nachfolgend sequenziert. Bei der anschließenden Sequenzanalyse konnte bei mehreren 

Fragmenten ein offener Leserahmen (ORF) mit CYP-spezifischer Aminosäuresequenz 

festgestellt werden. Es handelte sich dabei um Fragmente zweier verschiedener CYP-Gene, 

wobei von einem Gen ein vollständiger cDNA-Klon isoliert werden konnte. Dieser Klon 

CYPCcpHt1 verfügt über einen offenen Leserahmen, der 510 Aminosäuren codiert und 

eine Homologie von 62 % identischen Aminosäuren bzw. 61 % identischen Nukleotiden 

mit der F3�H von A. thaliana aufweist. Die Nukleotidsequenz mit dem entsprechenden of-

fenen Leserahmen ist zusammen mit allen verwendeten Primern in Anhang G.3 dargestellt. 
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           Marker  1     2    3     Marker       

                         
 
Abb. 18: Elektrophoretische Auftrennung (0,8 % Agarose) von isolierter rekombinanter Phagen-DNA nach 
einem EcoRI Restriktionsverdau. Deutlich sind die beiden großen Arme der linearen Phagen-DNA zu erken-
nen. Auf Bahn 1 und 2 sind die freigesetzten Inserts schwach, in Bahn 3 deutlich zu erkennen.  
           

Von dem zweiten CYP-Gen CYPCcpHt2 konnten nur unvollständige Fragmente isoliert 

werden, die alle eine Größe zwischen 1100 und 1200 Bp aufwiesen (s.o.). Alle Fragmente 

verfügten über unterschiedlich lange Poly(A)+-Enden und über einen offenen Leserahmen, 

der maximal 298 Aminosäuren codiert. Bei der Genbankrecherche zeigte dieser offene Le-

serahmen eine Homologie von 67 % identischen Aminosäuren und 65 % identischen Nu-

kleotiden mit der F3�H von A. thaliana.  

 

Mit dem zuvor isolierten cDNA-Klon CYPCcpHt1 zeigte CYPCcpHt2 eine Nukleotidho-

mologie von 79 %. Gegenüber der F3�H aus A. thaliana fehlte bei dem ORF von 

CYPCcpHt2 am 5�-Ende ein Bereich, der 217 Aminosäuren codiert. Um diesen Bereich zu 

isolieren, wurde ein 5�-RACE durchgeführt.  
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C.2.1 RLM-RACE zur Gewinnung eines �full-length� cDNA-Klons 
 

Aufgrund der großen Homologie zu CYPCcpHt1 wurde bei den durchgeführten 5�-RACE-

Versuchen eine unspezifische cDNA-Synthese mit einem Oligo(dT16)-Primer durchgeführt 

und die PCR-Primer in den Teil des Trailer-Bereichs des Fragments gelegt, der bei allen 

Fragmenten identisch war und der sich deutlich von dem Trailer-Bereich von CYPCcpHt1 

unterschied.  

 

Wie bereits bei den aus M. incana isolierten CYP-Fragmenten konnte durch ein RACE mit 

C- und A-Tailing kein komplettes 5�-Ende isoliert werden (siehe C.1). Der Versuch, das 

komplette 5�-Ende zu isolieren, wurde nach mehreren Ansätzen, in denen lediglich unvoll-

ständige Anteile des gesuchten 5�-Endes isoliert werden konnten, zunächst eingestellt.  

 

Durch den späteren Einsatz des neuen RLM-RACE-Verfahrens (siehe B.5.8.2 und D.5.1) 

konnte auf Anhieb ein komplettes 5�-Ende mit Startcodon und einem 22 Bp großen Lea-

der-Bereich isoliert werden. Durch die Verwendung von genspezifischen PCR-Primern, 

die jenseits des codierenden Bereiches am 3�-Ende lokalisiert waren, wurde dabei der ge-

samte codierende Bereich des cDNA-Klons amplifiziert. Bereits bei der ersten PCR-

Amplifikation wurde ein deutliches 1634 Bp großes Fragment amplifiziert, welches sich 

leicht klonieren ließ und eine weitere PCR-Amplifikation mit �nested� Primern überflüssig 

machte.  

 

Abbildung 19 verdeutlicht die, verglichen mit anderen RACE-Techniken, sehr viel höhere 

Effizienz des RLM-RACE-Verfahrens. Bereits der Einsatz von 1 µl der unspezifisch syn-

thetisierten und 1 : 4 verdünnten cDNA reichte aus, um den vollständigen ORF des cDNA-

Klons inklusive Leader- und Teilen des Trailer-Bereichs zu amplifizieren.  

 

Theoretisch lassen sich somit durch das RLM-RACE-Verfahren mit einem einzigen 

cDNA-Ansatz (80 µl) bis zu 80 fehlende 5�-Enden verschiedener cDNA-Klone einer 

Pflanze isolieren (siehe auch D.5.1). 
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RACE des cDNA-Fragments CYPCcpHt2 aus C. chinensis. Bei den vier RACE-Ansätzen 
nd 8 µl cDNA eingesetzt (Bahnen 1-4). Jeweils 20 µl der PCR-Ansätze (50 µl) wurden in ei-

garosegel analysiert. Bereits bei dem PCR-Ansatz 1 ist ein deutliches Amplifikat zu erken-
ntität in Ansatz 2 und 3 deutlich zunimmt und sich bei PCR-Ansatz 4 wieder deutlich ver-
f die zu hohe Konzentration der eingesetzten cDNA zurückzuführen ist (weiter Erläuterun-
  

ge 1704 Bp große cDNA-Klon CYPCcpHt2 verfügt über einen offenen Lese-

18 Aminosäuren codiert. Die Aminosäuresequenz zeigt eine Homologie von 

hen Aminosäuren mit der F3�H aus A. thaliana. Die Homologie der Nuklein-

 Klone liegt mit 64 % identischen Nukleotiden etwas darunter. CYPCcpHt2 

tion 678-682 der Nukleotidsequenz eine interne EcoRI-Schnittstelle auf, die 

lb des 5�-Endes der bei dem Genbank-Screening isolierten Fragmente liegt. 

er davon ausgehen, dass bei der Erstellung der Genbank trotz Methylierung 

fgrund der internen EcoRI-Schnittstelle von CYPCcpHt2 überwiegend zwei 

mente in die Phagen-DNA einkloniert worden waren (siehe auch B.5.4.1). 

- und Aminosäuresequenz von CYPCcpHt2, sowie alle verwendeten Primer 

g G.3 dargestellt. 
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C.3 Klonierung der F3�,5�H aus Lycianthes rantonnetii durch PCR-Am-

plifikation mit einem F3�,5�H-spezifischen Primer  
 

Da für die Klonierung der F3�,5�H aus L. rantonnetii weder eine Genbank noch chemoge-

netisch charakterisiertes Pflanzenmaterial zur Verfügung stand, wurde der Versuch unter-

nommen die F3�,5�H mit Hilfe eines F3�,5�H-spezifischen Primers durch PCR zu isolieren.  

Der verwendete F3�,5�H-spezifische Primer HFDM wurde anhand von bekannten F3�,5�H-

cDNA-Sequenzen konstruiert und zusammen mit einem unspezifischen Amplifikationspri-

mer (AUAP) bei der PCR eingesetzt wurde (siehe B.5.6.4). Dabei wurde HFDM von der 

höchst konservierten Domäne D abgeleitet, welche die Hämbindungsregion der CYP-En-

zyme darstellt und die sich ca. 15 % vor dem C-Ende dieser Enzyme befindet (siehe 

A.3.1). Ziel war es, mit Hilfe dieses Primers ein ca. 250 bis 500 Bp großes F3�,5�H-

spezifisches cDNA-Fragment zu isolieren. 

Bei der Anfertigung des Primers wurden an den Positionen, an denen bei dem  Nukleinsäu-

realignment 2 verschiedene Nukleotide auftraten, �Wobbles� eingesetzt. An Positionen, bei 

denen 3 verschiedene Nukleotide auftraten, wurden Deoxyinosine verwendet, welche an 

allen 4 Basen annähernd gleich stark binden. Bei den für das Nukleinsäurealignment ver-

wendeten F3�,5�H-cDNA-Sequenzen handelte es sich um die sieben verschiedenen cDNA-

Sequenzen aus sechs verschiedenen Pflanzenarten, die zu dem Zeitpunkt der Primer-

konstruktion bekannt gewesen waren (Abb. 20). 
 

Eustoma russellianum   GGAAATGATTTTGAGCTGATCCCATTTGGAGCTGGAAGAAG 
Eustoma grandiflorum   GGAAATGATTTTGAGCTGATCCCATTTGGAGCTGGAAGAAG 
Gentiana triflora      GGAAACCATTTTGAATTGATCCCATTTGGTGCTGGACGAAG 
Campanula medium       GGTAATCATTTTGAGTTAATCCCATTTGGGGCTGGACGAAG 
Petunia hybrida(Hf1)   GGGAACGATTTTGAATTGATACCATTTGGTGCTGGACGAAG 
Petunia hybrida(Hf2)   GGGAACGACTTTGAATTGATACCATTTGGTGCTGGACGAAG 
Solanum melongena      GGAAATGATTTTGAATTGATTCCATTTGGTGCAGGACGAAG 
                       ** **  * *****  * ** ******** ** *** **** 
                       GGIAACGACTTTGAACTAATICCATTTGGIGCTGGAAGAAG   
                            TC T     GT G              A   C       
 
 
HFDM: GGIAA(CT)(GC)A(CT)TTTGA(AG)(CT)T(AG)ATICCATTTGGIGC(TA)GGA(AC)GAAG 
 

 

Abb. 20: Nukleinsäurealignment von sieben F3�,5�H-cDNA-Sequenzen zur Anfertigung eines F3�,5�H-spe-
zifischen PCR-Primers. * = absolut konservierte Nukleotide. Darunter ist der konstruierte PCR-Primer 
HFDM dargestellt, der an nicht konservierten Positionen entweder ein Deoxyinosin (I) oder ein �Wobble� 
besitzt (siehe auch weitere Erläuterungen im Text). 
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Die PCR-Amplifikation von unspezifisch synthetisierter cDNA aus L. rantonnetii mit 

HFDM und AUAP erfolgte in einem Gradiententhermozykler bei verschiedenen Annea-

ling-Temperaturen und mit unterschiedlicher Zusammensetzung der PCR-Ansätze (siehe 

B.5.6). Nach der Optimierung der PCR waren bei der Analyse der PCR-Ansätze durch 

Agarosegelelektrophorese 5 deutlich sichtbare Banden zu erkennen (Abb. 21). Diese Ban-

den, die in einem Größenbereich zwischen ca. 250 und 450 Basenpaaren auftraten, wurden 

aus dem Agarosegel eluiert, in geeignete PCR-Klonierungsvektoren kloniert und die ent-

sprechenden DNA-Fragmente nachfolgend sequenziert.   

 
              1 23 4  5  
              ▼ ▼▼ ▼  ▼ 

 
           ▲1000 Bp  ▲500 Bp ▲300 Bp   
____________________________
Abb. 21: PCR-Amplifikation von cDNA aus L. ra
tenthermozykler bei Annealing-Temperaturen zw
(50 µl) wurden in einem 3 %igen Low-Melt-Aga
oberen Bildrand gekennzeichnet (siehe auch weite

 

C.3.1 Verifikation CYP-spezifische
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_________________________________ 
ntonnetii mit den Primern HFDM und AUAP im Gradien-

ischen 55,5 und 65,1 °C. Jeweils 20 µl der PCR-Ansätze 
rosegel analysiert. Die fünf einklonierten Banden sind am 
re Erläuterungen im Text). 

r Fragmente 

gmenten, die den einklonierten Banden entspra-

in CYP-spezifischer offener Leserahmen (ORF) 

ei um zwei DNA-Moleküle mit einer Länge von 

anden 2 und 3 entsprachen.  
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Das 389 Bp große Fragment CYPLrpHf2 wies einen ORF von 80 Aminosäuren auf, das 

361 Bp große Fragment CYPLrpHf3 einen ORF von 81 Aminosäuren. Beide Fragmente 

besaßen außerdem ein Poly(A)+-Ende, das sich jeweils an einen nicht codierenden Trailer-

Bereich anschloss. Bei der anschließenden Genbankrecherche zeigte CYPLrpHf2 mit 81 %  

identischen Aminosäuren (bezogen auf die gesamten 80 AS) die größte Homologie zu der 

F3�,5�H aus Solanum melongena (Acc.: CAA50155). Unmittelbar danach folgten alle 

weiteren F3�,5�H-Aminosäuresequenzen, wobei die geringste Homologie mit der F3�,5�H 

aus Campanula medium mit 75 % identischen Aminosäuren (bezogen auf die ersten 77 

AS) immer noch sehr hoch war. 

Das Fragment CYPLrpHf3 besaß mit 73 % identischen Aminosäuren (bezogen auf die ers-

ten 80 AS) die größte Homologie mit einem  �probable cytochrome P450� aus Nicotina ta-

bacum (Acc.: CAA64635). Bezogen auf die ersten 68 Aminosäuren des ORFs zeigte das 

Fragment sogar mit 80 % identischen Aminosäuren eine noch höhere Homologie zu einem 

weiteren �cytochrome P450� aus Nicotina tabacum (Acc.: CAA65580). Die größte Ho-

mologie zu einer F3�,5�H zeigte das Fragment mit 52 % identischen Aminosäuren (bezo-

gen auf die ersten 80 Aminosäuren) zu der F3�,5�H aus Eustoma russellianum (Acc.:  

BAA03439). 

Die Nukleotidsequenzen der isolierten cDNA-Fragmente CYPLrpHf2 und CYPLrpHf3 sind 

mit dem entsprechenden offenen Leserahmen im Anhang G.2. dargestellt. 

 

 

C.3.2 RLM-RACE eines putativen F3�,5�H cDNA Klons 
 

Von den beiden isolierten CYP-Fragmenten aus L. rantonnetii wurde nur aus dem Frag-

ment CYPLrpHf2 ein vollständiger cDNA-Klon durch 5�-RACE erzeugt, da es sich wahr-

scheinlich nur bei diesem DNA-Molekül um ein F3�,5�H-spezifisches cDNA-Fragment 

handelte. 

Wie bereits bei cDNA-Fragmenten aus M. incana und C. chinensis scheiterten alle Versu-

che, den kompletten cDNA-Klon durch herkömmliches C- und A-Tailing zu isolieren 

(siehe C.1.3 und C.2.1). Erst mit dem Einsatz des RLM-RACE-Verfahrens (siehe B.5.8.2 

und D.5.1) ließ sich das vollständige 5�-Ende des Klons bereits beim ersten Versuch pro-

blemlos isolieren (Abb. 22). 
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ACE des cDNA-Fragments CYPLrpHf2 aus L. rantonnetii. Bei den vier RACE-Ansätzen 
 8 µl cDNA eingesetzt. Jeweils 20 µl der PCR-Ansätze (50 µl) wurden in einem 1,5 %igen 
iert. In den ersten drei PCR-Ansätzen ist ein deutliches Amplifikat mit einer Größe von ca. 
nen. Im 4. Ansatz ist die Menge des Amplifikates deutlich vermindert, was auf die zu hohe 
 eingesetzten cDNA zurückzuführen ist (weitere Erläuterungen, siehe Text).  

516 Bp große Molekül verfügte über einen 53 Bp großen Leader, gefolgt 

tcodon und einem durchgehenden offenen Leserahmen, der in dem überlap-

 mit der bereits bekannten Sequenz vollkommen übereinstimmte. Die kor-

des Startcodons wurde durch eine erneute Genbankrecherche bestätigt, bei 

rglichenen F3�,5�H-Aminosäuresequenzen das Startcodon an ähnlichen Po-

en war. Im Gegensatz zu dem 81 Aminosäuren großen Fragment zeigte der 

RF mit 86 % identischen AS nicht die größte Übereinstimmung mit der 

. melongena, sondern mit jeweils 87 % identischen AS mit den beiden 

. hybrida. Diese große Homologie ist damit zu erklären, dass es sich bei P. 

lls um ein Nachtschattengewächs (Solanaceae) handelt. Mit durchschnittlich 

t. AS zeigte CYPLrpHf2 auch zu allen anderen F3�,5�Hs eine sehr große 

ng (siehe C.7), so dass mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit davon 

urde, dass es sich bei CYPLrpHf2 ebenfalls um eine F3�,5�H handelte. Der 

DNA-Klon CYPLrpHf2 (Acc.: AF313490) ist zusammen mit allen 

rimern im Anhang G.3 dargestellt. 
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C.4 Ansatz zur Klonierung einer F3�,5�H bei Pelargonium zonale durch 

PCR-Amplifikation mit einem F3�,5�H-spezifischen Primer 
 

Zur Klonierung eines F3�,5�H spezifischen cDNA-Fragments aus Pelargonium zonale 

durch PCR wurde der gleiche CYP-spezifische Primer HFDM verwendet, mit dem bereits 

ein F3�,5�H-cDNA-Fragment aus L. rantonnetii isoliert werden konnte. Die Konstruktion 

dieses CYP-spezifischen Primers, die durch ein Nukleinsäurealignment von 7 bereits be-

kannten F3�,5�H-cDNA-Sequenzen ermöglicht wurde, ist in Kapitel C.3 ausführlich be-

schrieben.  

 

Bei der PCR-Amplifikation wurde unspezifisch synthetisierte cDNA, die mit Hilfe eines 

modifizierten (dT)17-Primers AP aus Poly(A)+-mRNA aus P. zonale hergestellt wurde, 

verwendet (siehe B.5.6.2). Neben dem CYP-spezifischen PCR-Primer HFDM wurde als 

komplementärer Primer der unspezifische Amplifikationsprimer (AUAP) eingesetzt, der 

dem Adapteranteil des verwendeten Reverse-Transkriptase-Primers AP entspricht (siehe 

B.5.6.4).  

 

Aufgrund der zahlreichen Schwierigkeiten, die bei der RNA-Präparation von P. zonale 

auftraten, und welche zusätzliche Reinigungs- und Fällungsschritte, sowie einen DNAse-

Verdau der RNA notwendig machten, war die Qualität und Ausbeute der synthetisierten 

cDNA äußerst gering (siehe B.5.1.1). Aus diesem Grund erwies sich die spezifische PCR-

Amplifikation eines F3�,5�H- bzw. CYP-spezifischen cDNA-Fragments als äußerst schwie-

rig. Nach zahlreichen Optimierungen konnte eine verstärkte Amplifikation von cDNA-

Molekülen in dem zu erwartenden Größenbereich erzielt werden, wobei sich jedoch bei der 

Analyse der PCR-Produkte durch Agarosegelelektrophorese nur diffuse Banden ausbilde-

ten. Lediglich in einem Bereich knapp unter 400 Bp war in den ersten zwei PCR-Ansätzen 

mit niedrigeren Annealing-Temperaturen eine deutlich abgegrenzte Bande zu erkennen. In 

den Größenbereichen zwischen 250-320 Bp und 150-200 Bp bildeten sich dagegen nur 

breite Banden mit etwas verdichteten Bereichen aus (Abb. 23). Alle drei Bereiche wurden 

aus dem Agarosegel eluiert und in geeignete PCR-Klonierungsvektoren einkloniert.  
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_________________________________ 
 zonale mit den Primern HFDM und AUAP im Gradien-
ischen 55,3 und 63,4 °C. Jeweils 30 µl der PCR-Ansätze 
rosegel analysiert. Die drei einklonierten Banden sind am 
re Erläuterungen im Text). 

r Fragmente 

den zahlreiche unterschiedlich große Fragmente 

A-Fragmenten konnte ein CYP-spezifischer offe-

bei verfügten die 287 Bp bzw. 375 Bp großen 

ber einen gleichgroßen codierenden Bereich, der 

y(A)+-Ende. Bei der anschließenden Genbankre-

mit 59 % identischen Aminosäuren (bezogen auf 

zu der F3�,5�H aus Eustoma grandiflorum (Acc.: 

eigte mit 56 % identischen Aminosäuren (bezo-

fügig niedrigere Homologie zu dem gleichen En-

YPPzpHt1 und CYPPzpHt2 stellte sich heraus, 

die entsprechende Aminosäuresequenz des ORF 

m Bereich des ORF unterschieden sich nur 3 von 

 den Bereich des 41 Bp langen PCR-Primers 

ert war, so dass im Bereich des ORF nur ein ein-

rschieden war. Dadurch unterschied sich die ent-

agmente in Position 51 (Abb. 24 B). 
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Aufgrund der großen Übereinstimmung beider Sequenzen nach dem Stopcodon im nicht 

codierenden Trailer-Bereich, war davon auszugehen, dass es sich nicht um Allele oder 

unterschiedliche Gene handelte, sondern vielmehr um einen Lesefehler der DNA-Polyme-

rase bei der PCR. Die unterschiedliche Länge des Trailer-Bereichs war auf unterschiedli-

che Prozessierung der mRNA zurückzuführen. Die Nukleotidsequenzen von CYPPzpHt1 

und CYPPzpHt2 mit den dazugehörigen Aminosäuresequenzen sind im Anhang G.2. abge-

bildet. 

 
A) 
 
CYPPzpHt1 GGGAACGACTTTGAACTGATGCCATTTGGGGCTGGAAGAAGGATATGCGCCGGGATGAGCCTAGGGCTACGCATG  75 
CYPPzpHt2 GGGAATGACTTTGAACTGATGCCATTTGGGGCTGGAAGTAGGATATGCGCCGGGATGAGCCTAGGGCTACGCATG  80 
          ***** ******************************** ************************************ 
 
CYPPzpHt1 GTTCAATTGCTCACTGCGACTCTTCTTCACGCCTTTAATTGGGATCTTCCGCAAGGTCAAATACCCCAGGAGCTA  150 
CYPPzpHt2 GTTCAATTGCTCACTGCGACTCTTCTTCACGCCTTTAATTGGGATCTTCCGCAAGGTCAAATACCCCAGGAGCTA 150 
          *************************************************************************** 
         
CYPPzpHt1 AATATGGACGAGGCTTATGGACTCACACTTCAAAGAGCTTCACCTTTACATGTGCGCCCACGTCCAAGGCTACCC 225 
CYPPzpHt2 AGTATGGACGAGGCTTATGGACTCACACTTCAAAGAGCTTCACCTTTACATGTGCGCCCACGTCCAAGGCTACCC  225 
          * *************************************************************************  
        
CYPPzpHt1 TCTCATTTGTATTGATCTATAACTTGAATTTCATGTCATGTCTTGTAAAAAAAAAAAAAAAA---------------- 287 
CYPPzpHt2 TCTCATTTGTATTGATCTATAACTTGAATTTCATGTCATGTTTTGTAATGGCTGGATTAATAAAATTCATCACTTGTA 300 
          *************** 
 

CYPPzpHt1  ------------------------------------------------------------------------   
CYPPzpHt1  ACTACAAAACTAGATAGCTAGTTGCGTGTGTTATGATGATGATATTTTGCTGTACTGTAAAAAAAAAAAAAA  375 
 
 

B) 
 
CYPPzpHt1 GNDFELMPFGAGRRICAGMSLGLRMVQLLTATLLHAFNWDLPQGQIPQELNMDEAYGLTLQRASPLHVRPRPRLPSHLY 79 
CYPPzpHt2 GNDFELMPFGAGRRICAGMSLGLRMVQLLTATLLHAFNWDLPQGQIPQELSMDEAYGLTLQRASPLHVRPRPRLPSHLY 79 
          **************************************************.**************************** 
 
 

Abb. 24: A) Nukleinsäurealignment der PCR-Fragmente CYPPzpHt1 und CYPPzpHt2 aus P. zonale. Die 
ersten 41 Nukleotide, die dem PCR-Primer HFDM entsprechen sind eingerahmt. Unterschiedliche Nukleo-
tide und das Stopcodon sind fett dargestellt. B) Aminosäurealignement des ORF der Fragmente CYPPzpHt1 
und CYPPzpHt2. Die unterschiedlichen Aminosäuren in Position 51 sind fett dargestellt. * = identische Ami-
nosäuren; . = Aminosäuren aus gleichen Gruppen.  
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C.4.2 RLM-RACE eines putativen F3�H cDNA-Klons 
 

Die Gewinnung eines vollständigen cDNA-Klons aus den klonierten Fragmenten 

CYPPzpHt1 und CYPPzpHt2 durch herkömmliches 5�-RACE mit C- und A-Tailing blieb 

auch nach mehreren Versuchen ohne Erfolg und wurde daher zunächst wegen der sehr ar-

beitsaufwendigen RNA-Präparation bei P. zonale für längere Zeit zurückgestellt (siehe 

auch C.1.3; C.2.1 und C.3.2).  

 

Mit dem Einsatz des neu auf dem Markt erschienenen RLM-RACE-Verfahrens konnte zu 

einem späteren Zeitpunkt das vollständige 5�-Ende von einem der beiden Fragmente sofort 

im ersten Ansatz isoliert werden (siehe B.5.8.2 und D.5.1). Bei der späteren PCR-Amplifi-

kation des vollständigen Klons mit �end-to-end� Primern und der nachfolgenden Sequen-

zierung zeigte der Klon die gleiche Sequenz wie das Fragment CYPPzpHt2 (siehe C.4.1). 

Der vollständige cDNA-Klon CYPPzpHt2 besitzt eine Länge von 1704 Bp mit einem ORF, 

der 511 Aminosäuren codiert. Bei einer erneuten Genbankrecherche zeigte dieser ORF mit 

72 % identischen Aminosäuren (bezogen auf 492 Aminosäuren) die größte Homologie zu 

einer gerade zu diesem Zeitpunkt veröffentlichten F3�H-Sequenz aus Petunia hybrida 

(Acc.: AF155332). Mit der F3�,5�H aus Eustoma grandiflorum zeigte der vollständige 

cDNA-Klon CYPPzpHt2 mit nur noch 52 % identischen Aminosäuren (bezogen auf 487 

Aminosäuren) eine deutlich geringere Homologie, so dass man davon ausgehen konnte, 

dass es sich bei diesem Klon wahrscheinlich um einen F3�H- und nicht um einen F3�,5�H -

cDNA-Klon aus P. zonale handelte.  
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C.5 Ansatz zur Klonierung der F3�H bei Matthiola incana durch differen-

tielle PCR-Amplifikation mit einem F3�,5�H-spezifischen Primer 
 

Da es nicht gelungen war, ein F3�H-spezifisches cDNA-Fragment aus M. incana durch 

subtraktive Hybridisierung zweier differentieller cDNA-Populationen zu isolieren (siehe 

C.1), wurde der Versuch unternommen, durch PCR-Amplifikation mit Hilfe des F3�,5�H-

spezifischen Primers HFDM ein entsprechendes Fragment zu isolieren (siehe C.3). Auf-

grund der großen funktionellen Ähnlichkeit der F3�H und der F3�,5�H und der Zugehörig-

keit beider Enzyme zu den CYP-Enzymen sollte es möglich sein, mit diesem F3�,5�H-spe-

zifischen Primer ebenfalls ein F3�,5�H spezifisches Fragment durch PCR zu amplifizieren. 

Da HFDM zudem von der bei CYP-Enzymen grundsätzlich stark konservierten Hämbin-

dungsregion abgeleitet wurde und da bereits mit diesem Primer ein F3�H-spezifisches 

cDNA-Fragment aus P. zonale isoliert wurde, war von einer hinreichenden Homologie 

auszugehen (siehe C.4). Bei der PCR-Amplifikation von unspezifisch synthetisierter 

cDNA der Linie 04 mit F3�H-Aktivität traten jedoch zunächst keine PCR-Produkte in dem 

erwarteten Größenbereich auf.  

 

Nach verschiedenen Modifikationen der PCR und einer Verringerung der Annealing-Tem-

peratur wurde ein ca. 400 Bp großes DNA-Molekül verstärkt amplifiziert (Abb. 25). Neben 

diesem Fragment traten nur noch vermehrt PCR-Produkte mit einer Größe um 50 und 100 

Bp auf, bei denen es sich vermutlich um Primerdimere bzw. um einen Überschuss an Pri-

mer handelte. Die dicht oberhalb der 400 Bp großen Bande des DNA-Markers liegende 

Bande wurde aus dem Agarosegel eluiert, in einen PCR-Klonierungsvektor kloniert und 

nachfolgend sequenziert. Die Nukleotidsequenz des 366 Bp großen Fragments CYP-MipHt 

zeigte dabei einen CYP-spezifischen ORF, der 77 Aminosäuren codiert, gefolgt von einem 

Trailer-Bereich und einem Poly(A)+-Ende. Zusammen mit dem hinter dem Poly(A)+-Ende 

liegenden 20 Bp langen Adapteranteil, der komplementär zu dem unspezifischen Amplifi-

kationsprimer AUAP ist, hatte das PCR-Amplifikat eine Gesamtlänge von 386 Bp. Auf-

grund der höheren Salzkonzentration der PCR-Ansätze gegenüber dem verwendeten DNA-

Molekulargewichtsmarker war die Migrationsgeschwindigkeit des Fragmentes durch das 3 

%ige Low-Melt-Agarosegel vermindert, so dass das DNA-Fragment daher ein größere 

Länge aufzuweisen schien als es tatsächlich besaß (Abb. 25). 
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Matthiola incana (Linie 04 mit F3�-H-Aktivität) 

 
                       ▲500 Bp                         ▲100 Bp 
Abb. 25: PCR-Amplifikation von cDNA aus M. incana (Linie 04) mit den Primern HFDM und AUAP im 
Gradiententhermozykler bei Annealing-Temperaturen zwischen 50,3 und 60,1 °C. Jeweils 20 µl der PCR-
Ansätze (50 µl) wurden in einem 3 %igen Low-Melt-Agarosegel analysiert (siehe auch weitere Erläuterungen 
im Text). 
 

 

Bei der Genbankrecherche zeigte der 77 Aminosäuren umfassende ORF von CYPMipHt 

mit 88 % identischen Aminosäuren (bezogen auf 67 AS) die größte Homologie zu einem 

�Putative cytochrome P450� aus Arabidopsis thaliana (Acc. : AC006193). Zu der kurz zu-

vor im Dezember 1999 veröffentlichten F3�H aus A. thaliana (Acc. : AL133421) zeigte er 

mit 38 % identischen Aminosäuren (bezogen auf 73 AS) hingegen nur eine verhältnismä-

ßig geringe Homologie. Mit der zweiten in der Zwischenzeit veröffentlichten F3�H-Se-

quenz aus Petunia hybrida (Acc. : AF155332) verfügte der ORF von CYPMipHt über eine 

ähnlich geringe Homologie. Da dies auch auf die veröffentlichten F3�,5�H-Sequenzen zu-

traf, war davon auszugehen, dass es sich bei CYPMipHt nicht um ein F3�H-spezifisches 

Fragment handelte. Diese Annahme wurde zusätzlich dadurch erhärtet, dass es gelang, 

CYPMipHt unter gleichen Bedingungen auch aus Levkojenlinien ohne F3�H-Aktivität zu 

isolieren. Es wurde daher kein Versuch unternommen, den vollständigen cDNA-Klon von 

CYPMipHt zu isolieren. Die Nukleinsäuresequenz von CYPMipHt mit der entsprechenden 

Aminosäuresequenz ist in Anhang G.2. dargestellt.  

Bei einem Vergleich des Nukleinsäurealignments der bekannten F3�,5�H-Sequenzen mit 

einem Alignment der mittlerweile bekannten F3�H-Sequenzen zeigte sich, dass die Häm-

bindungsregion (Domäne D), von der der verwendete 41-mer HFDM abgeleitet wurde 

(siehe C.3), bei den Flavonoid 3�,5�-Hydroxylasen auf Nukleinsäure-Ebene wesentlich 

stärker konserviert ist als bei den Flavonoid 3�-Hydroxylasen.  

 60,1 °C 

 59,8 °C  
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 55,9 °C 

 52,9 °C 

 50,9 °C 

 50,3 °C 

 ◄100 Bp-Marker 
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Während bei den F3�,5�H-Sequenzen über die Länge dieser 41 Nukleotide 30 identische 

Basen auftraten, waren es bei den F3�H-Sequenzen nur 23. Hinzu kam, dass bei dem 

F3�,5�H-Alignment 7 Sequenzen zugrunde lagen, bei dem F3�H-Alignment hingegen nur 

5. Bei diesen 5 Sequenzen handelte es sich um die zwei Sequenzen, die im Zuge des Gen-

bank-Screenings aus C. chinensis isoliert werden konnten (siehe C.2), dem F3�H-cDNA-

Klon aus P. zonale (siehe C.4) und den kurz zuvor veröffentlichten F3�H-cDNA-Sequen-

zen aus P. hybrida und A. thaliana (s.o.).  Der aufgrund des Alignments dieser Sequenzen 

angefertigte Primer HTDM (Abb. 25) wies auf 14 Positionen eine andere Nukleotidse-

quenz auf als HFDM. Außerdem wurde HTDM angesichts der geringeren Homologie der 

F3�H-Sequenzen innerhalb dieses Bereiches gegenüber HFDM um 3 Nukleotide auf 44 

Nukleotide verlängert: 
 

A. thaliana               GGAAGCGATTTCGAGCTAATACCGTTCGGAGCTGGGAGGAGAAT  
P. hybrida                GGGAATGACTTTGAAGTCATACCATTTGGAGCTGGACGTAGGAT  
C. chinensis (CYPCcpHt1)  GGAAATGATTTTGAGGTCATACCATTTGGGGCCGGGAGAAGAAT  
C. chinensis (CYPCcpHt2)  GTAAATGATTTTGAAGTCTTGCCATTTGGGGCCGGACGAAGGAT  
P. zonale    (CYPPzpHt2)  GGTAATGACTTTGAGCTCATACCATTTGGTGCCGGACGGAGGAT  
                          *  *  ** ** **  *  * ** ** ** ** **  * ** ** 
                          GGIAGCGACTTCGAGCTCATGCCGTTCGGIGCCGGGCGIAGGAT 
                           T  AT     T  AG AT A  A  T     T  AA    A  
 
HTDM: G(GT)IA(GA)(CT)GACTT(CT)GA(GA)(CG)T(CA)(AT)T(GA)CC(GA)TT(CT)GGIGC(C 
T)GG(GA)(CA)GIAG(GA)AT 
 

Abb. 26: Nukleinsäurealignment von fünf F3�H-cDNA-Sequenzen zur Anfertigung des F3�H-spezifischen 
PCR-Primers HTDM. * = absolut konservierte Nukleotide, I = Deoxyinosin. Positionen (Wobbles), in denen 
bei der Primersynthese jeweils eins von zwei unterschiedlichen Nukleotiden eingebaut sein können, sind in 
Klammern dargestellt (siehe auch weitere Erläuterungen im Text). 

 
C.5.1 Differentielle PCR-Amplifikation 
 

Bei der PCR-Amplifikation von cDNA aus den Petalen von  M. incana mit dem PCR-Pri-

mer HTDM und dem unspezifischen Amplifikationsprimer AUAP (siehe B.5.6.4) wurden 

cDNA aus einer Levkojenlinie mit F3�H-Aktivität (Linie 04) und cDNA aus einer Levko-

jenlinie ohne F3�H-Aktivität (Linie 12) amplifiziert. Die PCR-Reaktionen wurden unter 

möglichst gleichen Bedingungen durchgeführt. Bei der PCR mit cDNA der Linie 04 sollte 

dabei mindestens ein zusätzliches Amplifikat auftreten, welches einem F3�H-spezifischen 

Fragment entspräche und welches bei der PCR mit cDNA der Linie 12 nicht auftrat. Bei 

einem direkten Vergleich beider PCR-Ansätze sollte sich dieses Amplifikat leicht identifi-

zieren und isolieren lassen.  
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Die PCR im Gradiententhermozykler wurde zunächst bei Annealing-Temperaturen zwi-

schen 55,3 und 65,1 °C durchgeführt und zeigte bei der Analyse der PCR-Produkte bereits 

deutlich eine differentielle Bande mit einer Größe von ca. 500 Bp, die nur in dem Ansatz 

mit cDNA der Linie 04 auftrat. Bei der anschließenden PCR mit Annealing-Temperaturen 

zwischen 60,3 und 70,1 °C bildete sich diese Bande noch deutlicher heraus (Abb. 27). Ne-

ben dieser Bande traten noch zwei weitere nicht differentielle Banden mit einer Größe von 

ca. 200 und 400 Bp in beiden Ansätzen auf. Bei den Reaktionsansätzen mit den höchsten 

Annealing-Temperaturen von 69,2 und 70,1 °C trat außerdem bei beiden Ansätzen ein aus 

zwei Banden bestehendes Muster auf. Diese stark ausgeprägten Banden mit einer Größe 

von ca. 260 bzw. ca. 480 Bp traten auch in Kontrollversuchen nur bei sehr hohen Annea-

ling-Temperaturen auf, während sie bei nur geringfügig niedrigeren Temperaturen gänzlich 

fehlten.  

 

Es schien sich daher bei dem abrupten Auftreten dieser Banden um PCR-Artefakte zu han-

deln, wie man sie häufig bei hohen Annealing-Temperaturen beobachten kann. Von den 

PCR-Produkten wurde zunächst nur die ca. 500 Bp große differentielle Bande aus dem 

Agarosegel eluiert, in einen geeigneten PCR-Klonierungsvektor kloniert und nachfolgend 

sequenziert.  

 

 
Matthiola incana (Linie 04 mit F3�-H-Aktivität)    Matthiola incana (Linie 12 ohne F3�-H-Aktivität) 

 
      ▲1000 Bp       ▲500 Bp                                                       ▲500 Bp             ▲200 Bp 
_______________________________________________________________________________________   
Abb. 27: Gradienten-PCR mit cDNA einer plus Linie mit F3�H-Aktivität (Linie 04) und einer minus Linie 
ohne F3�H-Aktivität (Linie 12). Beide cDNA-Populationen wurden unter Standardbedingungen mit dem 
Adapterprimer AUAP und dem F3�H-spezifischen Primer HTDM bei Annealing-Temperaturen zwischen 
60,3-70,1 °C amplifiziert. (weitere Erläuterungen siehe Text).                                                                                                          
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C.5.2 Verifikation eines putativen F3�H-cDNA-Fragments 
 

Bei der Sequenzanalyse des cDNA-Fragments, welches der differentiellen Bande im Aga-

rosegel entsprach, stellte sich heraus, dass es sich dabei um ein 442 Bp großes Fragment 

handelte, das zusammen mit dem 20 Bp großen unspezifischen Adapteranteil eine Gesamt-

größe von 462 Bp besaß. Dass das Fragment in dem in Abb. 27 dargestellten linken Agaro-

segel eine erheblich größere Fragmentgröße zu besitzen schien, hängt vor allem mit der im 

Vergleich zu den DNA-Molekulargewichtsmarkern höheren Salzkonzentrationen der PCR-

Ansätze zusammen. Außerdem spielt die Salzkonzentration des Elektrophoresepuffers und 

wie häufig dieser schon verwendet wurde eine Rolle. Besonders in hoch auflösenden, 

hochkonzentrierten Low-Melt-Gelen können diese Faktoren die Migrationseigenschaften 

von Nukleinsäuren stark beeinflussen, wobei die Unterschiede des Laufverhaltens mit zu-

nehmender Dauer der Elektrophorese immer geringer ausgeprägt sind und sich immer 

mehr angleichen.  

Dies ist auch in Abb. 27 bei dem Vergleich der beiden Gele deutlich zu erkennen. In dem 

rechten Agarosegel, bei dem die Elektrophorese über einen längeren Zeitraum durchge-

führt wurde, schienen die nicht differentiellen Banden eine wesentlich größere Fragment-

länge zu besitzen als die entsprechenden Banden im linken Gel. Besonders deutlich war 

dies bei dem ca. 400 Bp großen Fragment ausgeprägt. Während es im linken Gel knapp 

oberhalb der 400 Bp-Bande des Markers zu erkennen war, befand es sich im rechten Gel 

deutlich unterhalb dieser Bande. Bei späteren Analysen dieses Fragments stellte sich her-

aus, dass es sich in beiden Fällen um das Fragment CYPMipHt handelte, welches bereits 

zuvor mit Hilfe des F3�,5�H-spezifschen Primers HFDM isoliert werden konnte (s.o. bei 

C.5). Dabei war dieses Fragment mit einer tatsächlichen Länge von 386 Bp inklusive 

Adapteranteil deutlich kleiner als die 400 Bp-Bande des Molekulargewichtsmarkers. 

Bei dem differentiellen 442 Bp großen Fragment CYPL4pHT konnte ein durchgehender 

CYP-spezifischer ORF festgestellt werden, der 84 Aminosäuren codiert. Dem ORF folgt 

ein nicht codierender Trailer-Bereich mit Poly(A)+-Ende. Bei der Genbankrecherche zeigte 

der ORF von CYPL4pHt bezogen auf die gesamten 84 Aminosäuren mit 89 % identischen 

Aminosäuren eine sehr große Homologie zu dem F3�H-cDNA-Klon aus A. thaliana. 

Deutlich geringer, aber immer noch sehr hoch fiel mit 64 %  identischen Aminosäuren 

(bezogen auf die ersten 79 Aminosäuren) die Übereinstimmung mit dem F3�H-cDNA-

Klon aus P. hybrida aus.  
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Mit den putativen F3�H-cDNA-Fragmenten CYPCcpHt1, CYPCcpHt2 und CYPPzpHt2 

zeigte CYPL4pHt mit 65 %, 69 % und 64 % identischen Aminosäuren bezogen auf den ge-

samten ORF ebenfalls eine sehr große Homologie, so dass mit hoher Wahrscheinlichkeit 

davon auszugehen war, dass mit der Isolierung des differentiellen PCR-Produkts auf An-

hieb ein F3�H-spezifisches Fragment kloniert wurde. 

 

 

C.5.3 RLM-RACE eines putativen F3�H cDNA-Klons 
 

Wie bereits bei cDNA-Fragmenten aus C. chinensis (siehe C.2.1), L. rantonnetii (siehe 

C.3.2) und P. zonale (siehe C.4.2) konnte mit dem hocheffizienten RLM-RACE-Verfahren 

auf Anhieb ein vollständiger cDNA-Klon generiert werden (siehe B.5.8.2 und D.5.1). Der 

vollständige cDNA-Klon CYPL4pHt hat eine Größe von 1748 Bp und besitzt einen ORF, 

der 513 Aminosäuren codiert. 

Wie bereits das Fragment, zeigte auch der vollständige Klon bezogen auf den gesamten 

ORF mit 88 % identischen Aminosäuren die größte Homologie zu der F3�H-cDNA-Se-

quenz aus A. thaliana. Zu der F3�H-Sequenz aus P. hybrida zeigte es eine Übereinstim-

mung in der Aminosäuresequenz von 66 %. Zu den vollständigen Klonen CYPCcpHt1, 

CYPCcpHt2 und CYPPzpHt1 zeigte der ORF von CYPL4pHt mit 63 %, 64 % und 65 % 

identischen Aminosäuren ähnlich große Übereinstimmungen (siehe C.7). Bei der PCR-

Amplifikation des gesamten ORF mit �end-to-end� Primern zeigte sich, dass CYPL4pHt 

nur mit cDNA der 8 plus Linien (01-08) von M. incana, die über eine F3�H-Aktivität ver-

fügen, amplifiziert werden konnte. Mit cDNA der acht minus Linien (09-16) konnte 

CYPL4pHt hingegen nicht amplifiziert werden. Die vollständige Nuklein- und Aminosäu-

resequenz von CYPL4pHt (Acc. : AF313491), sowie alle verwendeten Primer sind im An-

hang G.3 abgebildet.   
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C.6 Klonierung weiterer F3�H- und F3�,5�H-spezifischer cDNA-Frag-

mente aus weiteren Pflanzen 
 

Bei dem Versuch F3�H- bzw. F3�,5�H-spezifische cDNA-KLone aus weiteren Zierpflan-

zen zu isolieren, konnte lediglich aus der Hortensie (Hydrangea macrophylla) ein einzel-

nes CYP-spezifisches cDNA-Fragment isoliert werden. Dieses 361 Bp große Fragment 

CYPHm1 codiert einen ORF von 73 Aminosäuren und wurde mit Hilfe des F3�,5�H-spezi-

fischen Primers HFDM durch PCR-Amplifikation von unspezifisch synthetisierter cDNA 

kloniert (siehe B.5.6.4 und C.3). Bei der Genbankrecherche zeigte CYPHm1 mit 54 % 

identischen Aminosäuren (bezogen auf den gesamten ORF) die größte Homologie zu einer 

�(S)-N-methylcoclaurine 3'-hydroxylase� (Acc.: AF134590) aus Papaver somniferum.  Die 

größte Homologie zu der Aminosäuresequenz einer F3�- oder einer F3�,5�H zeigte das 

Fragment zu der in dieser Arbeit klonierten F3�,5�H aus C. chinensis (siehe C.2). Da die 

Homologie mit 45 % identischen Aminosäuren (bezogen auf 72 AS) jedoch weit unter dem 

erwarteten Wert lag, wurde kein Versuch unternommen, einen �full-length� Klon zu isolie-

ren. Die Nukleotidsequenz von  CYPHm1 ist zusammen mit dem putativen ORF im An-

hang G.2. dargestellt.        
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C.7 Sequenzanalyse von F3�H- und F3�,5�H-cDNA 
 

Zu Beginn dieser Arbeit waren noch keine F3�H-Sequenzen veröffentlicht. Im Verlauf der 

Arbeit wurden nacheinander die Nukleotid- und Aminosäuresequenz der F3�H von P. 

hybrida (Brugliera et al., 1999) und von A. thaliana (Schoenbohm et al., 2000) veröffent-

licht (siehe auch Anhang G.5). Der Sequenzvergleich dieser und der 4 in dieser Arbeit klo-

nierten F3�H-Sequenzen zeigt, dass die F3�H-Sequenzen sowohl auf DNA- als auch auf 

Protein-Ebene eine große Homologie aufweisen. Die durchschnittliche Homologie der 

F3�H-Sequenzen liegt auf DNA-Ebene bei 65,1 % und auf Protein-Ebene bei 68,0 %. 

Wenn die Homologie zwischen den beiden Sequenzen aus C. chinensis nicht berücksich-

tigt wird, beträgt die durchschnittlich Übereinstimmung  64,5 % auf DNA-Ebene und auf 

67,5 % auf Protein-Ebene. 

Es muss darauf hingewiesen werden, dass bei der Klassifizierung von CYP-Sequenzen 

ausschließlich strukturelle Kriterien berücksichtigt werden, die nicht zwingend eine Aus-

sage über die Funktion der entsprechenden Enzyme machen. Es ist besonders bei CYP-En-

zymen bekannt, dass innerhalb einer Unterfamilie kleinste strukturelle Unterschiede die 

Funktion der Enzyme entscheidend verändern können (Lindberg und Negishi, 1989). Die-

ses ist offensichtlich bei der F3�,5�H aus C. chinensis (CYPCcpHt1) der Fall, welche auf-

grund ihrer Aminosäuresequenz in die F3�H-Sequenzen eingruppiert wird, jedoch eindeu-

tig eine F3�,5�H ist. Auffallend ist, dass die beiden Sequenzen aus C. chinensis auf DNA-

Ebene mit 77 % Übereinstimmung eine höhere Übereinstimmung zeigen als auf Protein-

Ebene mit 74 %. Alle anderen Sequenzen zeigen im paarweisen Vergleich auf DNA-Ebene 

eine niedrigere Homologie als auf Protein-Ebene. 
 
Tab. 9: Homologiematrix der F3�H-Sequenzen 

 At Ph Mi Cc1 Cc2 Pz 

At - 61 88 61 64 61 

Ph 66 - 62 66 69 61 

Mi 88 66 - 60 62 61 

Cc1 62 66 63 - 77 61 

Cc2 66 74 64 74 - 63 

Pz 65 70 65 63 68 - 

Im oberen Teil der Matrix  ist die Homologie der Sequenzen in % auf DNA-Ebene wiedergegeben (es wurde 
nur der codierende Bereich der cDNA berücksichtigt), im unteren Teil auf Protein-Ebene.  
At: Arabidopsis thaliana, Ph: Petunia hybrida, Mi: Matthiola incana, Cc1: Callistephus chinensis 
(CYPCcpHt1), Cc2: Callistephus chinensis (CYPCcpHt2), Pz: Pelargonium zonale. 
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Zu Beginn dieser Arbeit waren bereits 7 F3�,5�H-Sequenzen aus E. russellianum, E. gran-

diflorum, G. triflora, C. medium, P. hybrida (Hf1), P. hybrida (Hf2) und S. melongena be-

kannt (siehe Anhang G.5), von denen der F3�,5�H-spezifische Primer HFDM abgeleitet 

wurde (siehe C.3). Im Verlauf der Arbeit wurde die Sequenz von C. roseus veröffentlicht 

(Kaltenbach et al., 1999).  

 

Der Sequenzvergleich dieser 8 mit der in dieser Arbeit klonierten F3�,5�-cDNA-Sequenz 

aus L. rantonnetii zeigt eine durchschnittliche Übereinstimmung der Sequenzen von  71,8 

% auf DNA-Ebene und 74,6 % auf Protein-Ebene. Wenn die Homologien zwischen den, 

als allelische Varianten anzusehenden, cDNA-Sequenzen von E. russellianum und E. 

grandiflorum und zwischen den beiden P. Hybrida-Sequenzen Hf1 und Hf2 nicht berück-

sichtigt werden, beträgt die durchschnittliche Übereinstimmung 70,4 % auf DNA- und 73,3 

% auf Protein-Ebene. Damit zeigen die F3�,5�H-Sequenzen in jedem Fall eine deutlich hö-

here Übereinstimmung auf DNA- und Protein-Ebene als die F3�H-Sequenzen. 

 
 
Tab.10: Homologiematrix der F3�,5�H-Sequenzen 

 Ph1 Ph2 Sm Er Eg Gt Cm Cr Lr 

Ph1 - 94 80 68 68 67 68 74 84 

Ph2 94 - 79 67 67 68 67 75 84 

Sm 82 82 - 66 66 67 62 68 87 

Er 74 73 70 - 98 75 64 73 67 

Eg 74 73 71 98 - 75 63 70 67 

Gt 74 75 68 77 77 - 66 72 67 

Cm 67 67 65 64 63 63 - 69 63 

Cr 76 78 73 76 76 74 68 - 69 

Lr 87 87 86 71 71 71 66 74 - 

Im oberen Teil der Matrix  ist die Homologie der Sequenzen in % auf DNA-Ebene wiedergegeben (es wurde 
nur der codierende Bereich der cDNA berücksichtigt), im unteren Teil auf Protein-Ebene.  
Ph1: Petunia hybrida (Hf1), Ph2: Petunia hybrida (Hf2), Sm: Solanum melongena, Er: Eustoma russellia-
num, Eg: Eustoma grandiflorum, Gt: Gentiana triflora, Cm: Campanula medium, Cr: Catharanthus roseus, 
Lr: Lycianthes rantonnetii. 
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C.8 Heterologe Expression der klonierten �full-length� cDNA-Klone in 

Hefe 
 

Die vollständigen offenen Leserahmen der putativen F3�H-cDNA-Klone aus Callistephus 

chinensis CYPCcpHt1 und CYPCcpHt2 (siehe C.2), aus Pelargonium zonale CYPPzpHt1 

(siehe C.4) und aus Matthiola incana CYPL4pHt (siehe C.5), sowie der putative F3�,5�H-

cDNA-Klon aus Lycianthes rantonnetii CYPLrpHf2 (siehe C.3), wurden zur Verifikation 

der Genexpression in geeignete Expressionsvektoren (siehe B.4.2) kloniert und in unter-

schiedlichen Hefestämmen exprimiert. Die verwendeten Hefestämme unterschieden sich in 

erster Linie hinsichtlich ihrer Cytochrom P450-Reduktase (CPR), die für die Aktivität von 

CYP-Enzymen von essentieller Bedeutung ist.  Für die heterologe Expression der cDNA-

Klone wurden sowohl Stämme mit natürlicher hefeeigener CPR als auch Stämme, die mo-

difizierte und dadurch leistungsfähigere CPRs enthielten, verwendet (siehe B.4.1). 

 

 

C.8.1  Nachweis der CPR-Aktivität in Hefemikrosomen 
 

Der Nachweis der Cytochrom P450-Reduktase-Aktivität wurde bei sämtlichen Mikroso-

menpräparationen aus Hefe durchgeführt (siehe B.6.3). Darüber hinaus sollte festgestellt 

werden, in welchem Ausmaß die Aktivität der getesteten CYP-Enzyme mit der CPR-Akti-

vität korreliert.  
 
Tab. 11: Nachweis der CPR-Aktivität in Hefemikrosomen. 

Pflanze cDNA-Klon Expressionvektor Hefestamm        CPR-Aktivität a) 

C. chinensis CYPCcpHt1  pYES2® INVSc1 796,038 
C. chinensis CYPCcpHt2 pYES2.1/V5-His-TOPO® INVSc1 545,463 

P. zonale CYPPzpHt1 pYES2.1/V5-His-TOPO® INVSc1 739,529 

L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYeDP60 W(R) 7422,857 
L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYeDP60 WAT11 5343,180 

L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYeDP60 WAT21 2922,392 

L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYeDP60 INVSc1 324,710 

L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYES2® INVSc1 442,022 
L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYES2.1/V5-His-TOPO® INVSc1 337,450 

M. incana CYPL4pHt  pYES2® INVSc1 750,647 
a) Reduziertes Cytochrom c [nmol] /min * mg mikrosomales Protein in 50 mM Tris-HCl Puffer pH 7,4 und 1mM KCN. 
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In jeder der untersuchten Mikrosomenpräparationen konnte eine deutlich ausgeprägte 

CPR-Aktivität beobachtet werden (Tab.11). Besonders hohe Umsätze zeigten die von 

Herrn Dr. D. Pompon zur Verfügung gestellten haploiden Saccharomyces cerevisiae 

Stämme W(R), WAT11 und WAT21 (siehe B.4.1). Bei diesen Stämmen wurde der hefeei-

gene CPR-Promotor durch einen Galaktose induzierbaren GAL10-CYC1 Promotor, der 

durch  �genetic engineering� in das Hefegenom eingeschleust worden war, ausgetauscht. 

Dabei wurde der CPR-Wildtyp beim Stamm W(R) beibehalten, während bei  WAT11 und 

WAT21 auch das Gen, welches die Wildtyp-CPR codiert durch ein CPR-Gen aus A. thali-

ana ausgetauscht wurde. Der kommerziell erworbene diploide Hefestamm INVSc1, der 

nur über die Wildtyp-CPR verfügt, zeigte in allen Ansätzen eine deutlich geringere CPR-

Aktivität als die transgenen Stämme.  

 

Dass die CPR-Aktivitäten aller getesteten Hefestämme deutlich über den von Herrn Dr. 

Pompon angegebenen CPR-Aktivitäten lagen, liegt möglicherweise daran, dass die unter-

suchten Hefestämme vor der Mikrosomenpräparation mit Raffinose und nicht mit Glukose 

angezogen wurden. Raffinose gewährleistet auch während der Hefeinduktion mit Galak-

tose eine optimale Energieversorgung der Hefezellen und hat im Gegensatz zu Glukose 

keinen inhibierenden Einfluss auf die durch Galaktose induzierbaren Promotoren, die die 

Expression der CPR in den modifizierten Hefestämmen und der klonierten CYP-Gene in 

den Hefeexpressionsvektoren steuern (siehe B.4.1 und  B.4.3.).   
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C.8.2 Heterologe Expression der putativen F3�H-cDNA-Klone aus Cal-

listephus chinensis in  Hefe 
 

Um die isolierten cDNA-Klone aus C. chinensis heterolog in Hefe zu exprimieren, wurden  

die offenen Leserahmen von CYPCcpHt1 und CYPCcpHt2 mit �end-to-end� Primern durch 

PCR amplifiziert und in geeignete Hefeexpressionsvektoren kloniert (siehe Anhang G.3). 

Aufgrund einer internen BamHI-Schnittstelle bei CYPCcpHt1 und einer internen EcoRI-

Schnittstelle bei CYPCcpHt2 konnten beide Klone nicht ohne weiteres in den Hefeexpres-

sionsvektor YeDP60 kloniert werden, da dieser zwischen dem Promotor und dem Termi-

nator nur eine EcoRI- und eine BamHI-Schnittstelle besitzt (siehe B.4.2). 

CYPCcpHt1 wurde daher in den Hefevektor pYES2® kloniert, der über eine �multiple clo-

ning site� mit zahlreichen Restriktionsschnittstellen verfügt. Bei der PCR-Amplifikation 

des ORF wurden dazu mit Hilfe der verwendeten PCR-Primer am 5�-Ende eine HindIII-

Schnittstelle und am 3�-Ende eine XhoI-Schnittstelle eingefügt. Das PCR-Produkt konnte 

dadurch in den Hefevektor, der mit den gleichen Restriktionsenzymen linearisiert worden 

war, einkloniert werden (siehe B.4.2 und B.5.9.2).  

CYPCcpHt2 wurde ohne Zwischenklonierung direkt nach der PCR-Amplifikation durch 

T/A-Cloning in den Hefevektor pYES2.1/V5-His-TOPO® einkloniert (siehe B.4.2). Die 

beiden verwendeten Hefeexpressionsvektoren, die nur über einen URA3 Komplementati-

onsmarker verfügen, wurden in den Uracil auxotrophen Hefestamm INVSc1 transformiert 

(siehe B.4.1). Mit den transformierten Hefen wurden sowohl in vivo Enzymtests (siehe 

B.6.2.1) als auch Enzymtests mit Mikrosomenpräparationen (siehe B.6.2.2) durchgeführt. 

Bei den durchgeführten in vivo Enzymtests konnte in keinem der transformierten  Hefekul-

turen eine F3�H- oder F3�,5�H-Aktivität nachgewiesen werden. Nach mehrfacher Wieder-

holung der Enzymtests und der Kontrollsequenzierung der transformierten Expressions-

konstrukte wurden von jeweils einem der beiden Transformationsansätze Mikrosomen 

präpariert und mit diesen in vitro Enzymtests durchgeführt. 

In dem Ansatz, in dem die Expression von CYPCcpHt2 nachgewiesen werden sollte, 

konnte auch bei diesem Enzymtest keine F3�H- oder F3�,5�H-Aktivität, jedoch eine deutli-

che CPR-Aktivität gemessen werden (siehe C.8.1).  

In den Enzymtests mit Mikrosomen aus Hefen, die mit dem in den Expressionsvektor 

einklonierten ORF von CYPCcpHt1 transformiert worden waren, konnte eine deutliche 

Enzymaktivität nachgewiesen werden. 
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◄

◄NAR 

◄

In den in Abbildung 28 dargestellten Enzymtests wurden in einem Test jeweils 5 µl 1 : 5 

verdünnte Mikrosomenfraktion (Abb. 28a) und im anderen Test jeweils 50 µl 1 : 5 ver-

dünnte Mikrosomenfraktion (Abb. 28b)  aus drei verschiedenen Präparationen eingesetzt. 

Dabei handelte es sich um Mikrosomen aus Hefen, in denen die cDNA-Klone CYPLrpHf2 

aus L. rantonnetii (Spur 1),  CYPCcpHt1 aus C. chinensis (Spur 2) und CYPL4pHt aus M. 

incana (Spur 3) exprimiert werden sollten. Die Enzymtests wurden unter Standardbedin-

gungen in geöffneten Eppendorfgefäßen durchgeführt (siehe B.6.2.2).  

 
 1     2  3 M 1 2 3 M   

 
a)           b)  
Abb. 28: Enzymtests zum Nachweis der Expression des cDNA-Klons CYPCcpHt1 aus C. chinen
formierten Hefen im Vergleich zur Expression von Genen aus L. rantonnetii und M. incana. a) 
jeweils 5 µl 1 : 5 verdünnter Mikrosomenfraktion (≙ 0,7836 µg Protein). b) Ansätze mit jeweil
verdünnter Mikrosomenfraktion (≙ 7,836 µg Protein). Spur 1: CYPLrpHf2 aus L. rantonne
CYPCcpHt1 aus C. chinensis; Spur 3: CYPL4pHt aus M. incana; M: Vergleichssubstanzen (NA
genin, ERI = Eriodictyol, PHF = Pentahydroxyflavanon). 
 

Der Enzymtest, in dem 5 µl verdünnte Mikrosomenfraktion verwendet wurden

Spur 2 und Spur 3 einen deutlichen Umsatz des eingesetzten Naringenins zu E

Dabei wurde das Naringenin von den Mikrosomen, in denen CYPL4pHt aus M

exprimiert werden sollte, zu 88,9 % umgesetzt (Spur 3). Die Mikrosomen, in 

Aktivität von CYPCcpHt1 aus C. chinensis bestimmt werden sollte, setzten das e

NAR hingegen nur zu 41,5 % um (Spur 2). Die Mikrosomen, in denen CYPLrpH

rantonnetii exprimiert werden sollte, zeigten in beiden Tests keine Enzymaktivit

Spur 1). 
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Im zweiten Enzymtest, in dem 50 µl verdünnte Mikrosomenfraktion eingesetzt wurden, 

setzten die �CYPL4pHt-Mikrosomen� das gesamte Naringenin zu Eriodictyol um, wäh-

rend von den �CYPCcpHt1-Mikrosomen� aus dem eingesetzten NAR neben dem 3�-

hydroxylierten Eriodictyol auch 3�,5�-hydroxyliertes Pentahydroxyflavanon gebildet 

wurde. Das eingesetzte NAR wurde dabei zu 70,7 % zu ERI und zu 20,0 % zu PHF umge-

setzt.  

Bezogen auf den Gesamtproteingehalt wurde im ersten Enzymtest bei den �CYPL4pHt-

Mikrosomen� eine spezifische Enzymaktivität von 16,954 pkat/mg Protein ermittelt. Bei 

den �CYPCcpHt1-Mikrosomen� wurde im gleichen Test mit 7,378 pkat/mg Protein eine 

deutlich schwächere Enzymaktivität gemessen. Im zweiten Enzymtest, in dem die 10fache 

Proteinmenge eingesetzt wurde, fiel die Enzymaktivität der �CYPCcpHt1-Mikrosomen� 

mit 1,612 pkat/mg Protein noch wesentlich geringer aus, wobei hier die Enzymaktivität 

durch die Summe des 3�,4�-hydroxylierten Produktes ERI und des 3�,4�,5�-hydroxylierten 

Produktes PHF berechnet wurde. Das in diesem Test ermittelte Verhältnis von ERI zu PHF 

von ca. 3,5 : 1 verringerte sich in weiteren Enzymtests, in denen die Inkubationszeit und 

die eingesetzte Proteinmenge deutlich erhöht wurde, signifikant, wobei jedoch in sämtli-

chen Tests jeweils mehr ERI als PHF gebildet wurde. In einem Enzymtest, in dem 50 µl 

unverdünnte Mikrosomenfraktion (≙ 46,875 µg Protein) eingesetzt und der Versuchsan-

satz für 90 min bei 30 °C inkubiert wurde, konnte ein Verhältnis der synthetisierten Pro-

dukte ERI und PHF von ca. 2,6 : 1 gemessen werden (Abb. 29).  

 

Abb. 29: Dünnschichtchromatog
sis in Hefemikrosomen aus [14C]
Eriodictyol, NAR = Naringenin (
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Dabei wurde das eingesetzte NAR zu 69,1 % zu  ERI und zu 26,6 % zu PHF umgesetzt. 

Weder durch eine Erhöhung der eingesetzten Proteinmenge, noch durch Verlängerung der 

Inkubationsdauer konnte eine weitere Verringerung des Verhältnisses beider Produkte er-

zielt werden. Auch durch die Variation der Temperatur und des pH-Werts änderte sich das 

Verhältnis der Produkte nur noch geringfügig.  

 

Bei der Bestimmung des Temperaturoptimums zeigte sich, dass am meisten PHF bei einer 

Temperatur von 25 °C gebildet wurde (Abb. 30). Der Umsatz an eingesetztem NAR war 

bei einer Inkubation zwischen 15-30 °C annähernd 100 %. Bei einer Inkubation bei 8 °C 

und bei 40 °C wurde ebenfalls ein Großteil des eingesetzten NAR umgesetzt. Dabei wurde 

jedoch fast ausschließlich ERI und so gut wie kein PHF gebildet.  

 

 
    4°C     8°C     15°C    20°C    25°C    30°C   40°C     50°C 
    ▼       ▼       ▼       ▼       ▼       ▼       ▼       ▼                     

 
Abb. 30: Bestimmung des Temperaturoptimums der F3�,5�H CYPCcpHt1 aus C. chinensis. Es w
weils 35 µl unverdünnter Mikrosomenfraktion (≙ 32,813 µg Protein) eingesetzt und für 90 min b
schiedlichen Temperaturen und ansonsten unter Standardbedingungen inkubiert (siehe B.6.2.2). NA
ringenin, ERI = Eriodictyol, PHF = Pentahydroxyflavanon (siehe auch weitere Erläuterungen im Te
 

Ein Totalumsatz des eingesetzten NAR konnte in keinem der durchgeführten Enz

beobachtet werden, so dass die in diesem Test ermittelte Rate von 98 % gleichze

Größenordnung des maximal erzielbaren Umsatzes darstellt.  
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Bei Versuchen, in denen DHK als Substrat verwendet wurde, konnte ebenfalls eine deutli-

che Enzymaktivität gemessen werden. Das dabei eingesetzte DHK war z.T. stark mit NAR 

aus der Substratsynthese verunreinigt, so dass in solchen Fällen neben DHK auch Naringe-

nin als Substrat für das Enzym diente. Bei dem in Abb. 31 dargestellten Enzymtest wurde 

eine Mischung aus 54 % DHK und 46 % NAR als Substrat eingesetzt. Im ersten Ansatz 

wurden 20 µl (≙ 18,75 µg Protein), im zweiten 50 µl (≙ 46,875 µg Protein) unverdünnte 

Mikrosomenfraktion eingesetzt. Beide Ansätze wurden 60 min bei 30 °C unter Standard-

bedingungen (siehe B.6.2.2) in offenen Eppendorfgefäßen inkubiert. 

 

 

                           
Abb. 31: Umsetzung
cDNA-Klon CYPCcp
satz mit 50 µl Mikro
Eriodictyol, DHQ = 
 
 
In beiden Ansätze

Dabei wurde das 

% umgesetzt. Zu

den gegebenen V

ERI gebildet, wob

% deutlich höher 

lag er mit 76 % j

trat ebenfalls in k
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 von Dihydrokaempferol zu Dihydroquercetin durch den heterolog in Hefe exprimierten 
Ht1 aus C. chinensis. 1 = Ansatz mit 20 µl Mikrosomen (≙  18,75 µg Protein), 2 = An-

somen (≙  46,875 µg Protein). NAR = Naringenin, DHK = Dihydrokaempferol, ERI = 
Dihydroquercetin (siehe auch weitere Erläuterungen im Text). 

n konnte eine deutliche Bildung von DHQ aus DHK beobachtet werden. 

eingesetzte DHK im ersten Ansatz zu 32 % und im zweiten Ansatz zu 72 

 der Bildung des auch in 5�-Position hydroxylierten DHM kam es unter 

ersuchsbedingungen nicht. Aus dem ebenfalls eingesetzten NAR wurde 

ei hier der prozentuale Umsatz des Naringenins im ersten Ansatz mit 54 

lag als der Umsatz des Dihydrokaempferols. Im zweiten Ansatz hingegen 

edoch nur noch leicht darüber. Das an der 5�-Position hydroxylierte PHF 

einem der beiden Ansätze auf. 

 

◄NAR (Rest aus der Substratsynthese) 

 

 
◄DHK 
 
◄ERI 
 

 

 

 

◄DHQ 



                                                                                                                            C. Ergebnisse 

 

In einem weiteren Test, in dem mit 100 µl unverdünnter Mikrosomenfraktion eine außer-

ordentlich große Enzymmenge eingesetzt wurde, konnte die Bildung von 3�,4�,5�-hydro-

xyliertem DHM aus 3�,4�-hydroxyliertem DHQ und aus 4�-hydroxyliertem DHK gemessen 

werden (Abb. 32).  

Dabei wurden 0,03 nmol radioaktives DHQ und 0,06 nmol radioaktives DHK, welches je-

doch stark mit NAR und einem weiteren unbestimmten Nebenprodukt aus der Substrat-

synthese verunreinigt war, eingesetzt. Beide Ansätze wurden bei 25 °C für 90 min in offe-

nen Eppendorfgefäßen und ansonsten unter Standardbedingungen inkubiert (siehe B.6.2.2).  

 
 
        M1          M2                 1                   2 

Abb. 32: Bildung von DHM aus DHK und DH
CYPCcpHt1 aus C. chinensis. In beiden Ansätzen
Protein) eingesetzt. M1 = Vergleichssubstanz DH
Nebenprodukt aus der Substratsynthese, DHK = 
hydromyricetin (siehe auch weitere Erläuterungen
 
 

Die Bildung von DHM aus dem einges

schwach, aber dennoch deutlich zu erken

gesetzten DHQ zu DHM umgesetzt. Im

DHM mit 6 % nur geringfügig stärker au

raten konnten auch bei weiteren Tests m

gesteigert werden. Bei Kontrollversuche

mierten Hefen wurde kein Umsatz von 

ohne NADPH wurde keines der verwend

CYP-Hemmstoffes Tetcyclasis mit einer 

zymaktivität ebenfalls vollständig inhibie
◄NAR (Rest aus der Substratsynthese) 
 
◄? (Nebenprodukt aus der Substratsynthese) 
 
◄DHK 

 
 
◄DHQ 

 
◄DHM 
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Q durch den heterolog in Hefe exprimierten cDNA-Kon 
 (200 µl) wurden 100 µl Mikrosomenfraktion (≙ 93,75 µg 
K, M2 = Vergleichssubstanz DHQ. NAR = Naringenin, ? =  
Dihydrokaempferol, DHQ = Dihydroquercetin, DHM = Di-
 im Text). 

etzten Substrat war in beiden Ansätzen nur sehr 

nen. Dabei wurden im ersten Ansatz 5 % des ein-

 zweiten Ansatz war der Umsatz von DHK zu 

sgeprägt. Diese ungewöhnlich geringen Umsatz-

it variierenden Versuchsbedingungen nicht mehr 

n mit Mikrosomenpräparationen aus untransfor-

NAR oder DHK beobachtet. Auch in Ansätzen 

eten Substrate umgesetzt. Durch die Zugabe des 

finalen Konzentration von 50 µM konnte die En-

rt werden.  
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Zusammen mit der Aminosäuresequenz klassifizieren diese Ergebnisse CYPCcpHt1 zwei-

felsfrei als CYP-Enzym. Obwohl das CYPCcpHt1 aufgrund seiner Aminosäuresequenz als 

F3�H klassifiziert werden muss, handelt es sich bei diesem Enzym jedoch eindeutig um 

eine F3�,5�H. In Tabelle 12 sind die in den Enzymtests maximal erzielten Substratumsätze 

zusammengefasst. 

 
Tab.12: Maximale Substratumsätze durch die F3�,5�H CYPCcpHt1 aus C. chinensis. 
3�-hydroxyliertes Substrat    3�,4�-hydroxyliertes Produkt [%]    3�,4�,5�-hydroxyliertes Produkt [%] 

Naringenin Eriodictyol [69] Pentahydroxyflavanon [29]  

Dihydrokaempferol Dihydroquercetin [72] Dihydromyricetin [6] 

3�,4�-hydroxyliertes Substrat   

Eriodictyol - Pentahydroxyflavanon [16]  

Dihydroquercetin - Dihydromyricetin [5] 
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C.8.3 Heterologe Expression des putativen F3�,5�H-cDNA-Klons 

CYPLrpHf2 aus Lycianthes rantonnetii in Hefe 
 

Zur heterologen Expression von CYPLrpHf2 in Hefe wurde der cDNA-Klon in die drei zur 

Verfügung stehenden Hefeexpressionsvektoren einkloniert (siehe B.4.2). Dazu wurden 

durch die bei der PCR verwendeten �end-to-end� Primer am 5�-Ende des cDNA-Klons 

eine BamHI-Schnittstelle und am 3�-Ende eine EcoRI-Schnittstelle eingefügt. Mit dem in 

die Hefevektoren pYES2® und pYES2.1/V5-His-TOPO® einklonierten cDNA-Klon wurde 

der Uracil auxotrophe Hefestamm INVSc1 transformiert. Der in den Vektor YeDP60 

einklonierte Klon wurde zusätzlich in die Adenin auxotrophen Stämme W(R), WAT11 und  

WAT21 eingebracht. Neben den mit allen transformierten Hefen durchgeführten in vivo 

Enzymtests wurden außerdem von zwei INVSc1-Kulturen, die mit CYPLrpHf2-pYES2® 

bzw. mit CYPLrpHf2-pYES2.1/V5-His-TOPO® transformiert worden waren, Mikrosomen 

präpariert und mit diesen in vitro Enzymtests durchgeführt. Bei den in vivo Enzymtests 

konnte nur bei einer Expressionskonstrukt-Hefestamm-Kombination eine Aktivität nach-

gewiesen werden. Dabei handelte es sich um INVSc1-Kulturen, die mit dem Expressions-

konstrukt CYPLrpHf2-pYES2.1/V5-His-TOPO® transformiert worden waren. Dabei trat 

jedoch, wie aufgrund der Aminosäuresequenz von CYPLrpHf2 zu vermuten war, keine 

F3�,5�H-Aktivität, sondern nur eine F3�H-Aktivität auf. In den zwei durchgeführten Paral-

lelansätzen, welche von zwei unterschiedlichen Transformationsansätzen stammten, wurde 

das eingesetzte NAR zu ERI umgesetzt (Abb. 33). 

 
        1                      2                   M 

 
Abb. 33: In vivo Enzymtest (Bioconversio
mierten INVSc1-Kulturen. 1 und 2 = Para
=Eriodictyol, PHF = Pentahydroxyflavanon
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n) mit CYPLrpHf2-pYES2.1/V5-His-TOPO®-Konstrukt transfor-
llelansätze, M = Vergleichssubstanzen. NAR = Naringenin, ERI 
 (siehe auch weitere Erläuterungen im Text).. 
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Im gleichen Versuch diente das bereits eindeutig als F3�,5�H verifizierte CYPCcpHt1 aus 

C. chinensis als Positivkontrolle (siehe C.8.2). Unter den gegebenen Versuchsbedingungen 

wurde auch bei diesem Enzym nur eine F3�H-Aktivität gemessen, so dass die Ergebnisse 

dieses in vivo Tests keine eindeutigen Rückschlüsse zuließen, ob es sich bei CYPLrpHf2 

um eine F3�H oder eine F3�,5�H handelt. Die Inkubation der Kulturen mit dem radioaktiv 

markierten Substrat erfolgte bei 28 °C für 16 Stunden und ansonsten unter standardisierten 

Bedingungen (siehe B.6.2.1). In beiden Ansätzen wurde mit 57,5 % (Ansatz 1) und 56,5 % 

(Ansatz 2) nahezu der gleiche Anteil an eingesetztem NAR umgesetzt. Bei einer Wieder-

holung dieser in vivo Tests mit denselben Hefekulturen, konnte zwar ein geringerer, jedoch 

deutlich erkennbarer Umsatz von NAR zu ERI gemessen werden. 

 

Im Gegensatz zu den in vivo Tests konnte bei keiner der beiden Mikrosomenpräparationen 

eine Enzymaktivität gemessen werden. Unerwarteterweise traf dies auch bei der Mikroso-

menpräparation von der Kultur, bei der zuvor eine F3�H-Aktivität gemessen wurde, zu 

(s.o.). Bei Enzymtests mit Mikrosomen aus untransformierten Kulturen der verwendeten 

Hefestämme und bei entsprechenden in vivo Enzymtests mit diesen Kulturen wurde keine 

Enzymaktivität gemessen. 

 

 

 

C.8.4 Heterologe Expression des putativen F3�H-cDNA-Klons 

CYPPzpHt2 aus Pelargonium zonale in Hefe 
 

Um den ORF des cDNA-Klons CYPPzpHt2 heterolog in Hefe zu exprimieren, wurde die-

ser mit Hilfe der PCR amplifiziert und nachfolgend direkt durch T/A-Cloning in den Ex-

pressionsvektor pYES2.1/V5-His-TOPO® einkloniert. Die bei der PCR verwendeten �end-

to-end� Primer fügten dabei am 5�-Ende des ORF eine EPstI-Schnittstelle und am 3�-Ende 

eine EBst681-Schnittstelle ein. Durch einen Fehler beim Primerdesign wurde dabei jedoch 

das TGA-Stopcodon des ORF zerstört (siehe G.3), so dass das Genprodukt durch den Pri-

mer um 2 und aufgrund der Vektorsequenz um weitere 33 AS bis zum TGA-Stopcodon des 

Vektors verlängert wurde.  
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Da der Hefeexpressionsvektor pYES2.1/V5-His-TOPO® speziell für derartige Fälle konzi-

piert wurde und dabei aufgrund seiner V5 Epitop- und Polyhistidin(6x)-Region einige 

Vorteile bietet, wurde zunächst versucht, bei dem unbeabsichtigt verlängerten Protein eine 

spezifische Enzymaktivität nachzuweisen (siehe B.4.2).  

 

Bereits im ersten in vivo Enzymtest (siehe B.6.2.1) konnte eine eindeutige F3�H-Aktivität 

gemessen werden. Dabei wurde das eingesetzte NAR zu über 50 % zu Eriodictyol umge-

setzt (Daten nicht dargestellt). 

Die Mikrosomen, die aus dieser Kultur präpariert wurden, zeigten erwartungsgemäß eine 

stark ausgeprägte F3�H-Aktivität, wobei es bereits nach der Zugabe von 5 µl (≙ 3,857 µg 

Protein) unverdünnter Mikrosomen und einer Inkubationsdauer von 30 min unter Stan-

dardbedingungen zu einem Totalumsatz des eingesetzten Naringenins kam (Abb. 34).  

 

 
          5 µl            10 µl           15 µl           20 µl          30 µl           40 µl        NAR           ERI 
    ▼       ▼       ▼       ▼       ▼       ▼       ▼       ▼   

  
Abb. 34: Umsetzung von Naringenin zu Eriodictyol durch den heterolog in Hefe exprimierten cDNA-Klon 
CYPPzpHt2 aus Pelargonium zonale. Unterschiedliche Mengen an unverdünnter Mikrosomenfraktion wur-
den mit radioaktiv markiertem NAR unter Standardbedingungen inkubiert (siehe B.6.2.2). NAR = 
Vergleichssubstanz Naringenin, ERI = Vergleichssubstanz Eriodictyol. (siehe auch weitere Erläuterungen im 
Text). 
 

Unter den gleichen Versuchsbedingungen wurde auch DHK von 5 µl Mikrosomen voll-

ständig zu DHQ umgesetzt (Daten nicht dargestellt). 
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Nach Verkürzung der Reaktionsdauer und der Verwendung geringerer Mengen an Mikro-

somen konnte gezeigt werden, dass diese NAR deutlich besser umsetzten als DHK (Abb. 

35). In diesem Test wurde das eingesetzte NAR mit 10 bzw. 25 µl 1 : 10 verdünnten 

Mikrosomen inkubiert. Bei den beiden Ansätzen mit DHK wurden jeweils 25 µl 1 : 10 

verdünnte Mikrosomen verwendet. Das verwendete radioaktiv markierte DHK war in die-

sem Fall nicht mit NAR aus der Substratsynthese verunreinigt, so dass der Test eine zu-

verlässige Aussage über die unterschiedliche Umsatzrate der beiden Substrate lieferte. Die 

Reaktionsdauer des Versuchs betrug 15 min und wurde ansonsten unter Standardbedin-

gungen durchgeführt. Das eingesetzte NAR wurde von 10 µl (≙ 0,776 µg Protein) ver-

dünnten Mikrosomen zu 61 % und von 25 µl  (≙ 1,929 µg Protein) zu 89 % zu ERI umge-

setzt. In den beiden Parallelansätzen wurde das eingesetzte DHK von 25 µl verdünnten 

Mikrosomen zu 59 bzw. 61 % zu DHQ umgesetzt. 

 
                               1                2                I                II                  M 

                  
Abb. 35: Vergleich des Umsatzes von NAR und DHK durch den heterolo
CYPPzpHt2 aus Pelargonium zonale. 1 = Ansatz mit NAR als Substrat
Mikrosomenfraktion, 2 = Ansatz mit NAR als Substrat und Zugabe von
tion. I + II = Parallelansätze mit DHK als Substrat und jeweils 25 µl ve
Vergleichssubstanzen (siehe auch weitere Erläuterungen im Text). 
 
 

In Versuchen mit höheren Substratkonzentrationen und ver

noch größere Unterschiede in der Umsatzrate von NAR und 

largonium zonale festgestellt. Die maximalen Umsätze, die g

NAR 17,379 pkat/mg Protein und  bei  DHK 11,541 pkat/mg

In Kontrollversuchen mit nicht transformierten Hefen und in

den die eingesetzten Substrate nicht umgesetzt. 
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C.8.5 Heterologe Expression des putativen F3�H-cDNA-Klons CYPL4pHt 

aus Matthiola incana in Hefe 
 

Aufgrund einer internen EcoRI-Schnittstelle innerhalb des ORF von CYPL4pHt war eine 

einfache Klonierung des cDNA-Klons  in den Hefeexpressionsvektor YeDP60 nicht mög-

lich (siehe B.4.2). Daher wurde der ORF von CYPL4pHt durch PCR mit �end-to-end� Pri-

mern, die am 5�-Ende eine XbaI und am 3�-Ende eine SacI-Schnittstelle in den offenen Le-

serahmen einführten, amplifiziert und nachfolgend über einen Zwischenklonierungsschritt 

mit Hilfe eines herkömmlichen PCR-Klonierungsvektors in den Hefevektor pYES2® 

einkloniert (siehe B.4.2 und B.5.9.2). Das CYPL4pHt -pYES2®-Konstrukt wurde anschlie-

ßend in den Hefestamm INVSc1 eingebracht, um die Expression des putativen CYP-

cDNA-Klons in den transformierten Hefen zu ermöglichen. Dabei wurden sowohl in vivo 

Enzymtests mit lebenden Kulturen, als auch in vitro Enzymtests mit Mikrosomen aus die-

sen Kulturen durchgeführt.  

Bereits bei den durchgeführten in vivo Enzymtests (siehe B.6.2.1) konnte bei allen geteste-

ten Kulturen eine deutliche F3�H-Aktivität beobachtet werden. In zwei Parallelansätzen 

wurden jeweils sieben mit Galaktose induzierte Kulturen mit radioaktivem NAR oder mit 

radioaktivem DHK als Substrat versetzt (Abb. 36). Das verwendete DHK war dabei jedoch 

mit 32,5 %  zu einem hohen Anteil mit NAR aus der Substratsynthese verunreinigt.  
 
 
                  1              2           M                                   1              2           M 

                               
             a)                             b) 
 
Abb. 36: In vivo Enzymtest (Bioconversion) mit CYPL4pHt -pYES2®-Konstrukt transformierten INVSc1-
Kulturen. Die Hefekulturen wurden in der frühen exponentiellen Wachstumsphase mit Galaktose induziert 
und anschließend mit dem zugegebenen radioaktiven Substrat für weitere 16 Stunden bei 28 °C und 250 rpm 
im Schüttler inkubiert. a) NAR = Naringenin als Substrat. b) DHK = Dihydrokaempferol als Substrat. M = 
Vergleichssubstanzen (siehe auch weitere Erläuterungen im Text). 
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In den Ansätzen, in denen ausschließlich NAR eingesetzt wurde, betrug der Substratum-

satz durchschnittlich 81 %. In den Ansätzen mit beiden Substraten wurden durchschnittlich 

22 % DHK und  31 % NAR umgesetzt.  

 

Vollständiger Umsatz von NAR und DHK zu ERI bzw. DHQ trat in Enzymtests mit der 

Mikrosomenfraktion der zuvor in vivo getesteten Hefekultur auf. Dabei wurde NAR von 

den Mikrosomen deutlich stärker umgesetzt als DHK (Daten nicht dargestellt). Die maxi-

mal unter optimierten Bedingungen ermittelten Enzymaktivitäten betrugen bei NAR als 

Substrat 16,954 pkat/mg Protein und bei DHK als Substrat 9,788 pkat/mg Protein. 

 

Da die Resultate der in vivo Tests in bezug auf die Substratverwertbarkeit in den in vitro 

Tests im wesentlichen bestätigt wurden, konnten die in den in vivo Tests gemessenen ge-

ringen DHK-Umsätze zumindest nicht ausschließlich mit einer geringeren Aufnahme des 

DHK in die Hefezelle begründet werden. Bei untransformierten Hefen wurde sowohl in in 

vivo, als auch in in vitro Tests kein Umsatz der verwendeten Substrate festgestellt. 
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D. Diskussion 
 

Die beiden Cytochrom P450-Enzyme Flavonoid 3�- und Flavonoid 3�,5�-Hydroxylase 

stellen zwei wichtige Enzyme im Flavonoidbiosyntheseweg dar. Sie katalysieren die 

Hydroxylierung des B-Rings an den entsprechenden Positionen und schaffen dadurch die 

Grundlage für alle weiteren Modifikationen des B-Rings. Innerhalb einzelner Flavo-

noidklassen beeinflusst ihre Aktivität die nachfolgenden Syntheseschritte und somit letzt-

lich die Zusammensetzung der in der Pflanze auftretenden Flavonoide. 

Eine entscheidende Rolle spielen beide Enzyme in bezug auf die Färbung anthocyanhalti-

ger Blüten. Die unterschiedliche Struktur der über 500 bislang identifizierten Anthocyane 

beruht im Wesentlichen auf der unterschiedlichen Anzahl von Hydroxylgruppen an ihrem 

A- und B-Ring und auf dem Grad der Methylierung dieser Hydroxylgruppen. Ungeachtet 

der großen strukturellen Vielfalt der in der Natur vorkommenden Anthocyane unterschei-

den sich die am häufigsten auftretenden und am weitesten verbreiteten Anthocyane nur 

hinsichtlich der Modifikation ihres B-Rings voneinander, was die besondere Bedeutung 

der F3�- und der F3�,5�H für die Färbung von Blüten und anderen Pflanzenteilen verdeut-

licht.  

Der jahrzehntelang unternommene Versuch zahlreicher Züchter, das trotz der beinahe un-

begrenzten Mannigfaltigkeit der in der Natur auftretenden Pflanzenfarben enge Farbspekt-

rum einiger wichtiger Zierpflanzen zu erweitern, erlangt mit der enzymologischen und 

molekularbiologischen Erforschung dieser Enzyme eine neue Dimension.  

Durch die Charakterisierung beider Enzyme und die Klonierung der entsprechenden Gene 

wird die gezielte Manipulation der Blütenfarbe durch �genetic engineering� ermöglicht. 

Neben einer enormen Zeitersparnis kann mit diesem Verfahren eine gezieltere und zumeist 

auch effektivere Beeinflussung der Blütenfarbe erreicht werden, ohne dabei, wie es bei der 

klassischen Züchtung häufig der Fall ist, zahlreiche wichtige und zum Teil durch langwie-

rige Züchtung gewonnene Eigenschaften der Zierpflanzen zu verändern. 

Über die ökonomisch vielversprechende Nutzung der F3�- und der F3�,5�H zur Erzeugung 

neuer Blütenfarben bei wirtschaftlich bedeutsamen Zierpflanzen hinaus, können beide En-

zyme in Zukunft zur biotechnologischen Produktion zahlreicher Flavonoide eingesetzt 

werden und diese dadurch in beliebiger Menge für die medizinische Forschung und für die 

Nahrungsmittelindustrie verfügbar zu machen. 
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D.1 Klonierung einer F3�H-cDNA aus Matthiola incana  
 

Aufgrund früherer Untersuchungen ist bekannt, dass die Bildung 3�-hydroxylierter Flavo-

noide in der Levkoje von dem Gen b kontrolliert wird (siehe B.2.2). Eine F3�H-Aktivität 

konnte nur in Linien, die über ein dominantes Allel b+ verfügen, jedoch nicht in homozy-

got rezessiven Linien (bb) nachgewiesen werden.  

 

Bei verschiedenen Pflanzen konnte gezeigt werden, dass Mutationen bei Genen, die am 

Flavonoidbiosyntheseweg beteiligt sind, häufig die Transkription betreffen (Britsch et al., 

1992; Forkmann und Heller, 1999; Martens und Forkmann, 1999). In der Annahme, dass 

es sich bei den homozygot rezessiven Levkojenlinien (bb) ebenfalls um Transkriptions-

mutanten handelt, kamen für die Klonierung eines F3�H-cDNA-Klons in erster Linie 

Techniken in Betracht, welche die differentielle Expression von mRNAs untersuchen.   

 

Von den am häufigsten verwendeten Methoden boten sich neben den älteren und weniger 

präzisen Methoden der differentiellen Hybridisierung von Genbanken und der differen-

tiellen PCR-Amplifikation mit unspezifischen Primern vor allem die moderneren Metho-

den DD-RT-PCR (Differential Display-RT-PCR) und RDA von cDNA (Representational 

Difference Analysis) als die geeigneten Verfahren zur Klonierung eines differentiell 

exprimierten F3�H-cDNA-Klons aus M. incana an.  

Der wesentliche Vorteil von RDA gegenüber DD-RT-PCR ist, dass ausschließlich diffe-

rentiell exprimierte mRNAs bzw. die entsprechenden cDNAs angereichert und isoliert 

werden, während nicht differentiell exprimierte mRNAs unberücksichtigt bleiben. Dadurch 

wird im Gegensatz zu dem von Liang und Pardee entwickelten DD-RT-PCR (Liang und 

Pardee, 1992), bei dem differentielle und nicht differentielle cDNAs im gleichen Ausmaß 

angereichert werden, sowohl die Zahl der in Frage kommenden cDNAs als auch das Auf-

treten falscher Positive drastisch vermindert. Außerdem sollten durch die Modifizierung 

des Verfahrens auch seltene Transkripte, die möglicherweise durch DD-RT-PCR nicht er-

fasst worden wären, detektiert werden (siehe B.5.7).  

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur subtraktiven Hybridisierung von cDNA-Po-

pulationen stellt eine für die Analyse von mRNA, bzw. der entsprechenden cDNA, adap-

tierte Weiterentwicklung des ursprünglich von Lisitsyn und Wigler zur Analyse von ge-

nomischer DNA entwickelten RDA dar (Lisitsyn et al., 1993). 
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Die Fokussierung auf ausschließlich differentiell exprimierte CYP-Gene konnte durch die 

Verwendung CYP-spezifischer Primer zur cDNA-Synthese aus den differentiellen mRNA-

Populationen nur in einem geringen Ausmaß erreicht werden. Die beiden isolierten CYP-

cDNA-Fragmente stammten aus den insgesamt 100 untersuchten Fragmenten des letzten 

Hybridisierungsansatzes (siehe C.1).   

Auch bei Berücksichtigung der Möglichkeit, dass die Größe einiger untersuchter Frag-

mente aufgrund des im Verfahren durchgeführten Restriktionsverdaus zu gering ausgefal-

len war und/oder dass sie aus einem zu gering konservierten Bereich der CYP-Gene 

stammten, um bei Sequenzanalyse als CYP-spezifisches cDNA-Fragment identifiziert zu 

werden, blieb die erzielte Einschränkung auf CYP-cDNA-Klone weit unter den Erwartun-

gen.  

Dies ist vermutlich in erster Linie auf die nicht stark genug ausgeprägte Spezifität der ver-

wendeten Primer zurückzuführen, da diese um möglichst alle CYP-cDNA-Klone zu erfas-

sen, mit zahlreichen �Wobbles� und Deoxyinosinen konstruiert wurden (siehe B.5.7). Mit 

einem mindestens 2 %igen Anteil von CYP-spezifischen Fragmenten an den untersuchten 

Fragmenten, zeigt der letzte Hybridisierungsansatz dennoch eine deutliche Anreicherung 

von CYP-cDNA-Klonen.  

Dass es dennoch nicht gelang einen F3�H-spezifischen cDNA Klon durch die subtraktive 

Hybridisierung zu isolieren, liegt wahrscheinlich darüber hinaus an dem verwendeten 

Pflanzenmaterial, das nicht in ausreichendem Maß über die notwendige Isogenität ver-

fügte. Obwohl bei der Züchtung der Levkojen-Linien durch die Selektion abweichender 

Phänotypen für einen weitgehend isogenen Hintergrund gesorgt wurde, war dieser Status 

nur in bezug auf die untersuchten, den Flavonoidbiosyntheseweg betreffenden Gene ein-

deutig gewährleistet. Da zahlreiche nicht untersuchte und nicht den Phänotyp beeinflus-

senden Gene unberücksichtigt geblieben waren, konnte nicht von einer vollkommenen Iso-

genität zwischen den einzelnen Linien ausgegangen werden.  

Um dies zu kompensieren, wurde im letzten Hybridisierungsansatz eine plus cDNA-Po-

pulation, die aus einer einzigen Levkojenlinie stammte, gegen eine minus cDNA-Popula-

tion, die aus allen 8 zur Verfügung stehenden minus Linien stammte, subtraktiv hybridi-

siert. Dadurch sollte erreicht werden, dass möglichst alle in der plus Linie exprimierten 

Gene von den entsprechenden Genen aus einer der 8 minus Linien neutralisiert werden und 

im Idealfall nur der F3�H-cDNA-Klon aus der plus Linie angereichert wird.  
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Wie die Klonierung des differentiell exprimierten CYP-cDNA-Klons SPHT zeigt, konnte 

mit dieser Vorgehensweise ein differentiell exprimiertes CYP-Gen isoliert werden, welches 

jedoch nicht dem gesuchten F3�H-cDNA-Klon entsprach und dessen Auftreten daher die 

mangelnde Isogenität des verwendeten Pflanzenmaterials verdeutlicht.  

 

Die Ergebnisse der letzten Hybridisierung lassen jedoch vermuten, dass bei einer Fortset-

zung dieses Verfahrens auch mit dem zur Verfügung stehenden Pflanzenmaterial früher 

oder später der gesuchte F3�H-cDNA-Klon hätte isoliert werden können. 

Dass es sich bei den minus Linien tatsächlich wie zuvor vermutet um Transkriptionsmu-

tanten handelt, zeigte sich schließlich bei der Klonierung eines F3�H-cDNA-Klons durch 

vergleichende PCR mit einem F3�H-spezifischen Primer (siehe C.5). Der dabei isolierte 

differentielle cDNA-Klon ließ sich durch PCR nur in plus Linien amplifizieren und wurde 

durch die Expression in Hefe zweifelsfrei als F3�H-cDNA-Klon identifiziert. 

 

 

 

D.2 Klonierung zweier F3�H-spezifischer cDNAs aus Callistephus chinen-

sis  
 

Aus C. chinensis konnten durch das Screenen einer cDNA-Bibliothek zwei F3�H-spezifi-

sche cDNA-Klone isoliert werden (siehe C.2). Überraschenderweise konnte kein F3�,5�H-

spezifischer cDNA-Klon isoliert werden, obwohl in RR-Genotypen große Mengen von 

Delphinidinglukosiden auftreten und eine F3�,5�H-Aktivität eindeutig nachgewiesen wurde 

(Forkmann, 1977; Stotz, 1983). Im Gegensatz dazu konnten durch den Einsatz eines F3�H-

cDNA-Klons aus A. thaliana als DNA-Sonde unmittelbar die beiden F3�H-spezifischen 

Klone isoliert werden. Da es auch nach mehrmaligen Versuchen nicht gelang, mit Hilfe 

zweier F3�,5�H-cDNA-Sonden aus P. hybrida einen entsprechenden Klon aus der cDNA-

Bibliothek zu isolieren, muss davon ausgegangen werden, dass ein derartiger Klon in C. 

chinensis nicht existiert. Diese Annahme wird zusätzlich dadurch erhärtet, dass innerhalb 

der bekannten F3�,5�H-Sequenzen die geringste Homologie zwischen zwei F3�,5�Hs aus 

unterschiedlichen Pflanzen in etwa so groß ist, wie zwischen dem cDNA-Klon aus A. tha-

liana und den damit klonierten F3�H-spezifischen Fragmenten.  
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Bei der heterologen Expression beider Klone in Hefe konnte nur bei einem der beiden 

Klone eine Enzymaktivität nachgewiesen werden. Dabei zeigte CYPCcpHt1 jedoch ein-

deutig eine F3�,5�H-Aktivität und nicht wie aufgrund der Aminosäuresequenz angenom-

men eine F3�H-Aktivität.  

Damit stellt dieses CYP-Enzym die einzig bisher bekannte F3�,5�H dar, die nicht in die 

Unterfamilie CYP75A, sondern als CYP75B5 in die gleiche Unterfamilie eingeordnet 

wurde, wie die F3�Hs aus A. thaliana und P. hybrida (Dr. D. Nelson, persönliche Mittei-

lung).  

Im Gegensatz zu zwei, von insgesamt drei bisher in vitro exprimierten F3�,5�H-cDNA-

Klonen, wurde bei der Expression von CYPCcpHt1 eine stärkere 3�-Hydroxylase- als 5�-

Hydroxylase-Aktivität gemessen. Bei der heterologen Hefeexpression von CYPCcpHt1 

war das maximal erzielbare Verhältnis von 3�,4�,5�-hydroxylierten zu 3�,4�-hydroxylierten 

Produkten mit 1 : 2 genau umgekehrt proportional zu dem Verhältnis, wie sie bei Enzym-

tests auftraten, in denen ein F3�,5�H-cDNA-Klon aus C. roseus exprimiert wurde (Kalten-

bach et al., 1999). Das für die meisten F3�,5�H-Enzyme in vitro am besten zu verwertende 

NAR wurde von der ebenfalls heterolog in Hefe exprimierten F3�,5�H aus P. hybrida sogar 

vollständig zu dem 3�,4�,5�-hydroxylierten PHF umgesetzt (Holton, 1993). Demgegenüber 

zeigte ein in Hefe exprimierter F3�,5�H-cDNA-Klon aus Gentiana triflora die gleichen 

Umsatzraten wie  CYPCcpHt1 (Tanaka et al., 1996). 

 

Die Ergebnisse der Hefeexpression von CYPCcpHt1 decken sich mit früheren Untersu-

chungen, die mit der Mikrosomenfraktion einer RR-Linie aus C. chinensis durchgeführt 

wurden. Die in diesem Delphinidintyp charakterisierte F3�,5�H zeigte die gleichen Umsatz-

raten wie sie bei der Expression von  CYPCcpHt1 gemessen wurden (Stotz, 1983). Schon 

zu dem damaligen Zeitpunkt standen die Ergebnisse der F3�,5�H-Enzymtests in einem 

scheinbaren Widerspruch zu den in vivo angetroffenen Verhältnissen. Sie konnten zwar das 

Auftreten von Delphinidin und Cyanidin in RR-Linien erklären, jedoch nicht die gegen-

über dem Cyanidin wesentlich höhere Konzentration an Delphinidin. Bislang wurde davon 

ausgegangen, dass die Modifikation des B-Rings bei C. chinensis durch den Locus R mit 

multiplen Allelen R/r´/r kontrolliert wird (Forkmann, 1977), wobei in RR-Linien Delphini-

din, in r´r´-Linien Cyanidin und in rr-Linien Pelargonidin das bei weitem überwiegende 

Anthocyanidin darstellt. Delphinidin tritt in rr-Linien nicht und in r´r´-Linien nur in einem 

geringen Ausmaß auf.  
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Mit dem Auftreten des zweiten aus der cDNA-Bibliothek isolierten F3�H-spezifischen 

cDNA-Klons CYPCcpHt2 müssen die Verhältnisse, wie sie bei C. chinensis anzutreffen 

sind neu überdacht werden. Möglicherweise sind doch zwei Gene, statt nur ein einziges 

mit verschiedenen Allelen für die Hydroxylierungen am B-Ring verantwortlich. Demzu-

folge könnte es sich bei CYPCcpHt2 um einen Klon handeln, der eine F3�H codiert, wel-

che in allen drei Genotypen exprimiert wird und dort das Auftreten von Cyanidin erklärt.  

Die F3�,5�H CYPCcpHt1 würde in diesem Fall nur im Cyanidin- und im Delphinidintyp 

auftreten, wo sie aufgrund unterschiedlich starker Expression, die z.B. durch eine Mutation 

des Promotors verursacht sein könnte, die entsprechenden Konzentrationsverhältnisse von 

Cyanidin und Delphinidin in den jeweiligen Typen verursachen würde.  

Eine mögliche Erklärung für das überwiegende Vorhandensein von Delphinidin in den 

RR-Typen wäre die in vivo auftretende synergistische Wirkung beider Enzyme. Die Er-

gebnisse der Enzymtests mit CYPCcpHt1 weisen darauf hin, dass die Hydroxylierung des 

eingesetzten Substrats an der 5�-Position erst erfolgt, nachdem ein Großteil des Substrats 

bereits an der 3�-Position hydroxyliert wurde (siehe C.8.2). Da die Aktivität des Enzyms in 

vitro jedoch schnell abnimmt, könnte dadurch wesentlich weniger Substrat an der 5�-Posi-

tion hydroxyliert werden als dies in vivo bei dem Zusammenwirken beider Enzyme der 

Fall sein würde.  

Gegen diese Hypothese spricht, dass in den in vitro Enzymtests auch bei dem ausschließli-

chen Einsatz von 3�,4�-hydroxylierten Substraten keine höhere Ausbeute an 3�,4�,5�-

hydroxylierten Produkten erzielt wurde. Da jedoch in den r´r´-Typen beträchtliche, und 

selbst in den RR-Typen geringe Mengen an Pelargonidin auftreten, wäre es möglich, dass 

mit Abnahme des 4�-hydroxylierten Substrats auch die Aktivität der F3�,5�H sinkt, bzw. ab 

einer gewissen Konzentration sogar vollkommen zum Erliegen kommt. Daneben könnten 

noch weitere Faktoren, wie z.B. die fortlaufende Enzymproduktion, oder eine in vivo hö-

here Enzymaktivität der F3�,5�H,  für die hohen Delphinidinkonzentrationen in den RR-

Typen verantwortlich sein.  

Eine vollständige Aufklärung könnte vor allem der Nachweis einer Enzymaktivität des 

durch den zweiten cDNA-Klon CYPCcpHt2 codierten Enzyms bringen. Sollte sich dabei 

herausstellen, dass es sich um eine funktionstüchtige F3�H handelt, müsste die Expression 

dieses Klons in den rr- und r´r´-Linien über RT-PCR und/oder durch Northernblot-Analyse 

nachgewiesen werden.  
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Dabei sollte der Nachweis der exprimierten Gene vorzugsweise durch RT-PCR durchge-

führt werden, da die so möglicherweise isolierten �full-length� cDNA-Klone durch Se-

quenzanalyse eindeutig identifiziert und charakterisiert werden könnten. Desweiteren 

müsste mit den gleichen Verfahren überprüft werden, ob der F3�,5�H-cDNA-Klon 

CYPCcpHt1 auch in den rr- und r´r´-Linien exprimiert wird. Bei einem Nachweis der Ex-

pression müssten Studien über deren Stärke und Kontrolle durchgeführt werden, ggf.  auch 

durch die Isolierung des genomischen Klons. Mit den Ergebnissen dieser Untersuchungen 

sollte es möglich sein alle Fragen, die bezüglich der Modifikation des B-Rings von Flavo-

noiden bei C. chinensis noch offen sind, zu beantworten. 

 

 
 

D.3 Klonierung einer putativen F3�,5�H-cDNA aus Lycianthes rantonnetii 

  
Bei dem Protein, das von dem �full-length� cDNA-Klon CYPLrpHf2 aus L. rantonnetii co-

diert wird, handelt es sich bezüglich der putativen Aminosäuresequenz um eine �typische� 

F3�,5�H (siehe auch C.3). Die höchste Homologie zeigt dieses Protein erwartungsgemäß zu 

den ebenfalls aus Solanaceen isolierten F3�,5�Hs aus S. melongena und P. hybrida. Mit 

durchschnittlich mehr als 76 % identischen Aminosäuren bezogen auf den gesamten ORF 

zeigt es auch zu allen anderen F3�,5�Hs eine überdurchschnittlich hohe Übereinstimmung. 

Auch von der Vollständigkeit des offenen Leserahmens des Enzyms kann aufgrund dessen 

Länge und der Lage des Startcodons ausgegangen werden.   

 

Trotz dieser klaren Verhältnisse gelang es nicht, eine F3�,5�H-Aktivität für dieses Enzym 

nachzuweisen. Es konnte lediglich eine F3�H-Aktivität in einem der transformierten Hefe-

stämme beobachtet werden. Dabei wurde NAR zu ERI nur von lebenden Hefezellen umge-

setzt. Bei Enzymtests mit Mikrosomen dieser und weiterer transformierter Hefestämme 

hingegen konnte keine Enzymaktivität nachgewiesen werden. Dass bei diesem in vivo En-

zymtest �nur� eine F3�H-Aktivität nachgewiesen wurde, ist nicht verwunderlich, da ver-

schiedene F3�,5�Hs bei Enzymtests mit Pflanzenrohextrakten, Pflanzenmikrosomen (Stotz, 

1983) und auch bei Enzymtests mit Mikrosomen aus transgenen Hefen (Tanaka et al., 

1996) eine stärkere F3�H- als F3�,5�H-Aktivität aufweisen.  
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Hinzu kommt, dass die Substratumsätze von CYP-Enzymen bei in vivo Tests verglichen 

mit Tests mit Hefemikrosomen grundsätzlich geringer ausfallen und dass die Aktivität ei-

niger CYP-Enzyme bei diesen Tests überhaupt nicht nachgewiesen werden kann (Pompon 

et al., 1996). Um so erstaunlicher ist es daher, dass in den Mikrosomenfraktionen der ver-

schiedenen Hefestämme überhaupt keine Enzymaktivität nachgewiesen werden konnte, 

was am ehesten mit einer misslungenen Mikrosomenpräparation zu erklären wäre. Diese 

Möglichkeit ist jedoch sehr unwahrscheinlich, da bei allen Mikrosomenpräparationen eine 

stark ausgeprägte CPR-Aktivität gemessen wurde, und bei einigen Transformationsansät-

zen sogar regelrechte Spitzenwerte auftraten (siehe C.8.1). Daher kommt auch eine feh-

lende oder zu gering ausgefallene CPR-Expression in den transgenen Hefen als Begrün-

dung für die fehlende Enzymaktivität nicht in Betracht.  

Eine Erklärung könnte die mögliche Inkompatibilität des hefeeigenen Cyt b5 mit dem 

pflanzlichen CYP-Enzym sein. Seit längerem ist bekannt, dass verschiedene CYP-Enzyme  

Cyt b5 als wichtigen Cofaktor für ihre Enzymaktivität benötigen und dass die Homologie 

des hefeeigenen Cyt b5 mit pflanzlichen und tierischen Cyt b5s nicht ausreicht, um effektiv 

mit den entsprechenden CYP-Enzymen aus diesen Organismen zusammenzuwirken (Ur-

ban et al., 1990 und 1996). Zumindest bei einigen F3�,5�Hs könnte ein Cyt b5 für die volle 

Aktivität des Enzyms eine wichtige Rolle spielen, wie Versuche mit Mutanten von P. 

hybrida, die nicht über ein funktionstüchtiges Cyt b5 verfügten und infolge dessen eine 

sehr viel geringere F3�,5�H-Aktivität aufwiesen, zeigten (De Vetten et al., 1999). Diese In-

kompatibilität des Cyt b5 würde jedoch nicht allein die Diskrepanz zwischen den in vivo 

und den in vitro Enzymtests erklären.  

Da der Nachweis der Enzymaktivität bei zwei Parallelansätzen aus zwei unterschiedlichen 

Transformationsansätzen durchgeführt wurde und die Ergebnisse der Tests reproduzierbar 

waren, ist eine Verwechslung der Hefekulturen oder der Transformationskonstrukte, mit 

denen die Hefen transformiert wurden, auszuschließen. Auch ein möglicher Substratum-

satz von untransformierten Hefen konnte durch die grundsätzlich durchgeführten Kontroll-

versuche bei diesen und bei allen anderen Enzymtests ausgeschlossen werden.  

Eine denkbare Begründung für das beobachtete Phänomen könnte eine sehr geringe Ex-

pression und/oder eine ebenfalls sehr geringe spezifische Aktivität des Enzyms sein. Da 

F3�,5�Hs bei in vitro Enzymtests nur eine kurze Lebensdauer aufweisen (Stotz, 1983), 

könnte es sein, dass eine Verlängerung der Inkubation, bei der unter diesen Umständen 

eine Enzymaktivität nachweisbar wäre, nicht realisierbar ist.  
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Die geringe Stabilität von CYP-Enzymen bei in vitro Enzymtests ist zumindest z.T. auf die 

durch die CPR gebildeten Sauerstoffradikale und Peroxide zurückzuführen (Pompon et al., 

1996). Durch die intakten Detoxyfizierungssysteme in lebenden Hefezellen und die damit 

verbundene längere Lebensdauer des Enzyms in den in vivo Enzymtests könnte dagegen 

bei sehr langen Inkubationen eine Enzymaktivität beobachtet werden. Möglicherweise sind 

aber auch weitere, bislang noch unbekannte Cofaktoren, die nur in lebenden Organismen 

gewährleistet sind, für die Funktion dieses Enzyms von Bedeutung, oder das für die Funk-

tion von CYP-Enzymen wichtige stöchiometrische Verhältnis aller beteiligten Kompo-

nenten ist aufgrund einer geringen Genexpression in den Mikrosomenpräparationen nicht 

gegeben (Urban et al., 1990 und 1996). Aufklärung über diese Fragen könnte vor allem 

eine Konzentrationsbestimmung der F3�,5�H in den Mikrosomenfraktionen der Hefen über 

Kohlenmonoxyd-Differenzspektren und vergleichende Enzymtests mit Pflanzenrohex-

trakten und Pflanzenmikrosomen aus L. rantonnetii bringen.  

 

 

 

D.4 Klonierung einer F3�H-cDNA aus Pelargonium zonale 
 

Die Klonierung der F3�H-cDNA CYPPzpHt2 aus P. zonale erwies sich aufgrund der in den 

Petalen in hoher Konzentration auftretenden störenden Inhaltsstoffe als ausgesprochen 

schwierig. Mit herkömmlichen Methoden war es nicht möglich, ausreichende Mengen an 

qualitativ hochwertiger RNA zu isolieren. Durch ein modifiziertes Verfahren, welches mit 

Hilfe einer speziell dafür entwickelten Matrix die störenden Inhaltsstoffe absorbierte, ge-

lang es schließlich, RNA und daraus den Klon CYPPzpHt2 zu isolieren (siehe B.5.1.1).  

Die gleichen Inhaltsstoffe, bei denen es sich hauptsächlich um polyphenolische Verbin-

dungen (Gallotannine) handelt, werden dafür verantwortlich gemacht, dass es bislang trotz 

mehrfacher Versuche nicht gelang, die Aktivität einer F3�- oder einer F3�,5�H in Pflanzen-

rohextrakten oder Mikrosomen nachzuweisen. Da in den Petalen von P. zonale jedoch 

hohe Konzentrationen an 3�- und 3�,5�-hydroxylierten Anthocyanen auftreten, wurde der 

Versuch unternommen, durch Klonierung und Expression der entsprechenden cDNAs 

diese Enzyme bzw. die dazugehörenden Gene zu identifizieren (siehe C.4).  
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Mit der Klonierung von CYPPzpHt2 und der heterologen Hefeexpression dieser cDNA 

konnte somit erstmalig die Existenz eines F3�H-codierenden Gens und des davon abgelei-

teten Proteins nachgewiesen werden. 

Obwohl bei der Klonierungsstrategie zunächst das Ziel verfolgt wurde eine F3�,5�H zu 

isolieren, ist die Klonierung einer F3�H als ein größerer Erfolg zu werten, da im Gegensatz 

zu den 5�-hydroxylierten Flavonoiden das Auftreten von 3�-hydroxylierten Flavonoiden 

nicht zwingend die Existenz einer F3�H voraussetzt (siehe A.1.2). 

 

Dass bei der Expression der als CYP75B8 klassifizierten (Dr. D. Nelson persönliche Mit-

teilung) F3�H CYPPzpHt2 der ORF versehentlich um 33 AS verlängert wurde, stellt sich 

im Nachhinein zumindest zum Teil als ein glücklicher Umstand heraus, da er die Aufreini-

gung und die Konzentration des Enzyms ermöglicht (siehe C.8.4). Um jeden eventuellen 

Einfluss, den die Verlängerung des Proteins auf die Enzymaktivität haben könnte, auszu-

schließen, muss die Expression jedoch mit dem tatsächlichen ORF des Enzyms wiederholt 

werden. 
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D.5 Ableitung einer Proteinkonsensussequenz für die F3�H und für die 

F3�,5�H 
 

Um die strukturellen Eigenschaften der F3�Hs und der F3�,5�Hs mit deren funktionellen 

Eigenschaften zu korrelieren, wurde durch die entsprechenden Proteinalignments eine 

Protein-Konsensussequenz für jedes der beide Enzyme ermittelt. Darüber hinaus wurde 

eine gemeinsame Konsensussequenz für beide Enzyme durch ein Aligment mit allen bis-

lang bekannten F3�- und F3�,5�Hs bestimmt. Das für die Erstellung der Alignments ver-

wendete Programm ClustalW (Thompson et al., 1994) berücksichtigte dabei neben identi-

schen Aminosäuren (= Aminosäuren, die an einer bestimmten Position im Alignment bei 

allen Sequenzen gleich sind), auch konservierte und halbkonservierte Aminosäuren bei der 

Darstellung der Konsensussequenz. Als Bewertungskriterium wurde die Proteinver-

gleichsmatrix PAM250 zugrundegelegt (siehe D.6). Die einzelnen Alignments und eine 

Übersicht der verwendeten Sequenzen sind im Anhang G.4 und G.5 dargestellt.  

 

Durch die Erstellung der Konsensussequenzen sollten in erster Linie F3�H- und F3�,5�H-

spezifische Proteinstrukturen lokalisiert werden. Außerdem sollten bei den beiden funktio-

nell eng verwandten Enzymen durch die Ermittlung gleicher bzw. unterschiedlicher Se-

quenzabschnitte möglicherweise die Proteinstrukturen identifiziert werden, die für die 

Hydroxylierung der Substrate an der 3�- und  an der 5�-Position verantwortlich sind.  

Dabei spielte die Sequenz der F3�,5�H CYPCcpHt1 eine wichtige Rolle. Diese F3�,5�H, 

welche aufgrund ihrer Struktur in die CYP-Unterfamilie der F3�Hs (CYP75B) eingruppiert 

wurde,  könnte aufgrund geringfügiger Abweichungen ihrer Aminosäuresequenz gegen-

über den übrigen Sequenzen innerhalb dieser Unterfamilie, bei gleichzeitiger Homologie 

zu F3�,5�H-Sequenzen der CYP75A-Unterfamilie, den oder die Sequenzbereiche offenba-

ren, die für die Hydroxylierung an der 5�-Position verantwortlich sind.  

 

Zur Ermittlung einer F3�H-Konsensussequenz wurde ein Proteinalignment mit den vier in 

dieser Arbeit klonierten F3�H-cDNA-Sequenzen (inkl. CYPCcpHt1, s.o.) und den zwei 

bislang veröffentlichten Sequenzen aus P. hybrida (Brugliera et al., 1999) und A. thaliana 

(Schoenbohm et al., 2000) angefertigt. Für die Erstellung einer F3�H-Konsensussequenz 

wurden 9 bereits veröffentlichte F3�,5�H (siehe G.5) und die F3�,5�H-Sequenz CYPLrpHf1 

aus L. rantonnetii verwendet. 
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Die mit durchschnittlich 68 % identischen Aminosäuren (siehe C.7) sehr große Homologie 

der F3�H-Sequenzen spiegelt sich entsprechend in der Konsensussequenz dieser Proteine 

wider. Bereits nach ca. 40 Aminosäureresten �downstream� beginnt der erste stark konser-

vierte Bereich, bei dem es sich um die prolinreiche Region handelt. Neben dieser für 

pflanzliche CYP-Enzyme typischen Region, lassen sich auch die 4 Domänen, die insbe-

sondere für pflanzliche CYP-Enzyme der A-Gruppe charakteristisch sind, leicht lokalisie-

ren (siehe A.3.1). Die als Hämbindungsregion identifizierte Domäne D ist bei allen Se-

quenzen 100 %ig konserviert (siehe G.4.1).  

Außer diesen Regionen fällt ein weiterer hoch konservierter 22 AS umfassender Bereich 

auf (Abb. 37). Dieser Bereich (Anfang zwischen Aminosäureposition 108-118) beginnt bei 

allen F3�H- und auch bei den F3�,5�H-Sequenzen mit den Aminosäuren Alanin und Tyro-

sin (AY).  

 
A) 

F3’,5’H Callistephus chinensis      109-AYNYQDMVFAPYGPQWTMFRKI-130 
F3'H Callistephus chinensis         108-AYNYQDLVFAPYGPRWRMLRKI-129 
F3'H Petunia hybrida Ht1            110-AYNYQDLVFAPYGPRWRMLRKI-131 
F3'H Pelargonium zonale             110-AYNYHDLVFAPYGPRWRLFRKI-131 
F3'H Arabidopsis thaliana           110-AYNYQDLVFAPYGHRWRLLRKI-131 
F3'H Matthiola incana               109-AYNYQDLVFAPYGQRWRMLRKI-130 

                                        ****:*:****** :* ::*** 

B) 

F3’,5’H Eustoma russellianum        114-AYNAQDMVFADYGPRWKLLRKL-135 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        114-AYNAQDMVFADYGPRWKLLRKL-135 
F3’,5’H Gentiana triflora           118-AYNAQDMVFAHYGPKWKLLRKL-139 
F3’,5’H Catharanthus roseus         115-AYNAQDMVFAHYGPKWKLLRKL-136 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         110-AYNAQDMVFAHYGPRWKLLRKL-131 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         110-AYGAQDMVFAHYGPRWKLLRKL-131 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      114-AYDAQDMVFAHYGPRWKLLRKL-135 
F3’,5’H Solanum melongena           113-AYNAQDMVFAPYGPRWKLLRKL-134 
F3’,5’H Campanula medium            115-AYNAQDMVFAEYGPKWKLLRKL-136 
                                        **.******* ***:******* 

C) 

F3’,5’H Eustoma russellianum        114-AYNAQDMVFADYGPRWKLLRKL-135 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        114-AYNAQDMVFADYGPRWKLLRKL-135 
F3’,5’H Gentiana triflora           118-AYNAQDMVFAHYGPKWKLLRKL-139 
F3’,5’H Catharanthus roseus         115-AYNAQDMVFAHYGPKWKLLRKL-136 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         110-AYNAQDMVFAHYGPRWKLLRKL-131 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         110-AYGAQDMVFAHYGPRWKLLRKL-131 
F3’,5’H Solanum melongena           113-AYNAQDMVFAPYGPRWKLLRKL-134 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      114-AYDAQDMVFAHYGPRWKLLRKL-135 
F3’,5’H Campanula medium            115-AYNAQDMVFAEYGPKWKLLRKL-136 
F3'H Arabidopsis thaliana           110-AYNYQDLVFAPYGHRWRLLRKI-131 
F3'H Matthiola incana               109-AYNYQDLVFAPYGQRWRMLRKI-130 
F3'H Pelargonium zonale             110-AYNYHDLVFAPYGPRWRLFRKI-131 
F3’,5’H Callistephus chinensis      109-AYNYQDMVFAPYGPQWTMFRKI-130 
F3'H Callistephus chinensis         108-AYNYQDLVFAPYGPRWRMLRKI-129 
F3'H Petunia hybrida Ht1            110-AYNYQDLVFAPYGPRWRMLRKI-131 
                                        **. :*:*** ** :* ::**: 

 

Abb. 37: Proteinalignment einer 22 AS umfassenden Region, die möglicherweise mit  der 5�-Hydroxylierung 
in Zuammenhang steht. * = identische AS; : = konservierte AS; . = halbkonservierte AS (siehe auch weitere 
Erläuterungen im Text).                  
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Bei den F3�H-Sequenzen ist die Homologie dieses Abschnitts mit 68,2 % identischen Ami-

nosäuren geringfügig größer als die durchschnittliche Übereinstimmung der vollständigen 

Sequenzen (siehe C.7). Auffällig ist, dass sich die Sequenz von CYPCcpHt1 aus C. chi-

nensis in diesem Bereich überdurchschnittlich stark von den übrigen F3�H-Sequenzen un-

terscheidet (Abb. 37 A).  

Auf 3 der 22 Positionen weicht nur die Sequenz von CYPCcpHt1 von der Konsensusse-

quenz ab, die ohne Berücksichtigung dieses Enzyms mit 81,8 % identischen Aminosäuren 

bei den übrigen 5 F3�H-Sequenzen eine wesentlich höhere Übereinstimmung aufweisen 

würde. Innerhalb der F3�,5�H-Sequenzen ist der 22 AS große Abschnitt mit 86,4 % identi-

schen AS sogar noch stärker konserviert (Abb. 37 B).  

Mit 50 % identischen AS der Konsensussequenz aller 15 F3�H- und F3�,5�H-Sequenzen 

zeigt der Bereich darüber hinaus eine größere Homologie als die durchschnittliche 

Übereinstimmung einer F3�H mit einer F3�,5�H (46,7 %), was jedoch verglichen mit den 

großen Homologien innerhalb der beiden Unterfamilien sehr gering erscheint.  

Bei der genaueren Betrachtung der 3 Substitutionen bei CYPCcpHt1 in diesem Bereich 

fällt auf, dass die erste Substitution, bei der anstelle eines Leucins (L) ein Methionin (M) 

auftritt, genau der Konsensussequenz der F3�,5�H-Sequenzen an dieser Position entspricht 

(Abb. 37 C). An der Position der zweiten Substitution, bei der anstatt eines Arginins (R) 

ein Glutamin (Q) vorkommt, sind auch die F3�,5�H-Sequenzen nicht identisch, sondern nur 

konserviert (s.o.). Die dritte Substitution, bei der anstelle eines Arginins (R) ein Threonin 

(T) auftritt, stimmt auch mit den F3�,5�H-Konsensussequenzen nicht überein, wo an dieser 

Position ein Lysin (K) auftritt.  

 

Zusammenfassend sprechen drei eng mit einander in Beziehung stehende Umstände dafür, 

dass es sich bei diesem stark konservierten Proteinabschnitt um die oder eine Protein-

struktur handeln könnte, die für die Hydroxylierung der Flavonoide an der 5�-Position ver-

antwortlich ist. Erstens ist diese Region sowohl bei den F3�H- als auch bei den F3�,5�H 

überdurchschnittlich stark konserviert. Zweitens weicht die CYPCcpHt1-Sequenz inner-

halb dieses Bereichs auffallend stark von den übrigen F3�H-Sequenzen ab und drittens 

zeigt die CYPCcpHt1-Sequenz, verglichen mit den anderen F3�H-Sequenzen, die größte 

Übereinstimmung mit der F3�,5�H-Konsensussequenz in diesem Bereich. Kein anderer 

konservierter Sequenzbereich von CYPCcpHt1 zeigt gegenüber den Konsensussequenzen 

der F3�Hs und der F3�,5�Hs ähnliche Beziehungen. 
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Bei den F3�,5�Hs, die eine durchschnittliche Homologie von 74,6 % identischen Amino-

säuren aufweisen, lassen sich die prolinreiche Region und die vier Proteindomänen (A-D) 

ebenso leicht lokalisieren wie bei den F3�Hs (siehe G.4.2). Darüber hinaus wurden jedoch 

keine größeren Bereiche innerhalb der Konsensussequenz gefunden, die nur für die 

F3�,5�Hs und nicht für die F3�Hs charakteristisch wären.  

 

Innerhalb des gemeinsamen Alignments aller F3�- und F3�,5�Hs zeigt, neben den bereits 

erwähnten, nur ein weiterer Abschnitt eine besonders große Übereinstimmung aller Se-

quenzen (siehe G.4.3). Dieser Abschnitt mit der Konsensussequenz [-KALLL-] liegt un-

mittelbar vor der ebenfalls stark konservierten putativen Sauerstoffbindungsregion (Do-

mäne A). Vor diesem Abschnitt erstreckt sich ein Bereich, der auffallend gering konser-

viert ist. Neben der 100 %ig konservierten Hämbindungsregion (Domäne D) sind die bei-

den benachbarten Proteinbereiche die am stärksten konservierten Regionen innerhalb der 

F3�H/F3�,5�H-Konsensussequenz. Aufgrund der unmittelbaren Nachbarschaft zur putati-

ven Sauerstoffbindungsregion handelt es sich bei dem [-KALLL-]-Motiv möglicherweise 

um die Substratbindungsstelle der F3�- und der F3�,5�Hs. Außer diesem konnte kein weite-

rer größerer konservierter Bereich, der für F3�Hs und F3�,5�Hs charakteristisch wäre, ge-

funden werden. 
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D.5.1 Prolinreiche Region der isolierten CYP-Enzyme und 5�-RACE 
 

Neben funktionellen Aspekten, ist die Protein - bzw. die davon hergeleitete cDNA-Struktur 

der isolierten CYP-Enzyme auch für den Umgang der CYP-cDNA-Fragmente bezüglich 

des 5�-RACE-Verfahrens von großer Bedeutung. Da bei den verschiedenen Verfahren zur 

Klonierung von CYP-cDNAs nur selten �full-length� Klone isoliert werden, besteht die 

Notwendigkeit die fehlenden 3�- und 5�-Enden durch geeignete Techniken zu generieren. 

Die dafür am häufigsten verwendeten Verfahren sind die sogenannten RACE-Techniken 

(siehe B.5.8).  

 

Während das 3�-RACE zur Erzeugung fehlender 3�-Enden eine sehr einfache und effi-

ziente Methode darstellt, kann es bei den herkömmlichen 5�-RACE zur Erzeugung fehlen-

der 5�-Enden zu zahlreichen Komplikationen kommen, die auf die mRNA- bzw. cDNA-

Strukturen zurückzuführen sind und die dazu führen, dass nur unvollständige 5�-Enden er-

zeugt werden. Dabei spielen vor allem die Sekundärstruktur der mRNA und der G:C-Ge-

halt der cDNA, insbesondere an den 5�-Enden, eine wesentliche Rolle.  

 

Bei 5 der insgesamt 6 in dieser Arbeit beschriebenen �full-length� cDNAs wurden unter-

schiedliche 5�-RACE-Verfahren zur Erzeugung der fehlenden 5�-Enden eingesetzt.  Dabei 

konnte das fehlende 5�-Ende mit den herkömmlichen 5�-RACE- mit A- und C-Tailing 

(siehe B.5.8.1) nur in einem einzigen Fall nach großem Arbeitsaufwand isoliert werden 

(siehe C.1.3). Bei den übrigen cDNAs wurde nach zahlreichen Fehlversuchen, die mit z.T. 

sehr aufwendiger mRNA-Isolation verbunden waren, die Isolierung der fehlenden 5�-En-

den zunächst zurückgestellt.  

 

Da sich aus den gleichen mRNA-Präparationen mit den herkömmlichen 5�-RACE mühelos 

5�-Enden von Nicht-CYP-cDNAs isolieren ließen, mussten die Fehlversuche im Zusam-

menhang mit der cDNA-Struktur der pflanzlichen CYP-cDNAs stehen.  

Dabei kam grundsätzlich nur die prolinreiche Region der isolierten CYP-Enzyme in Frage, 

die bei allen Sequenzen stark ausgeprägt ist (siehe D.5). Diese Region ist besonders G:C 

reich, da Prolin durch die 4 möglichen CCX Codons codiert wird. Dass sich diese G:C rei-

che Region insbesondere beim 5�-RACE mit C-Tailing negativ auswirkte, kann daraus ge-

schlossen werden, dass viele unvollständige 5�-Enden gerade bis in diese, ca. 100 Basen-
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paare vom ATG-Startcodon entfernte, Region reichten. Dieses wiederholt aufgetretene 

Phänomen lässt sich mit der Fehlpaarung des G reichen 5�-RACE-Primers erklären, der 

anstatt an den C-Tail zu binden, sich innerhalb der prolinreichen Region anlagert. Um 

dieses Problem zu umgehen, wurde das 5�-RACE mit A-Tailing verwendet, welches 

jedoch aufgrund seiner geringen Effizienz keine echte Alternative darstellte (siehe 

B.5.8.1).  

 

Der Einsatz des neuen RLM-RACE-Verfahrens bestätigte die zuvor angestellten Vermu-

tungen (siehe 5.8.2). Mit dieser Methode konnten auf Anhieb die vollständigen 5�-Enden 

bei den restlichen 4 cDNAs erzeugt werden.  

Dabei wurden ausnahmslos mRNA-Präparationen verwendet, mit denen zuvor durch die 

herkömmlichen Verfahren keine Isolierung der 5�-Enden gelungen war. Durch das RLM-

RACE, welches im Gegensatz zu den anderen Methoden hauptsächlich auf RNA-Ebene 

arbeitet, konnten nicht nur im ersten Versuch die 5�-Enden isoliert werden, sondern das 

Verfahren lieferte bei allen Ansätzen derart eindeutige Resultate, dass die sonst häufig 

notwendigen Aufreinigungen der Ansätze vollkommen überflüssig wurden. Zudem stellt 

das RLM-RACE das einzige RACE-Verfahren dar, welches die vollständige Isolierung des 

gesamten Leader-Bereiches bis zur 7-Methylguanosingruppe gewährleistet. Zur Isolierung 

fehlender 5�-Enden von pflanzlichen CYP-cDNAs, cDNAs mit hohem G:C-Gehalt oder bei 

besonderem Interesse an dem vollständigen Leader-Bereich der cDNA stellt das RLM-

RACE somit ein nahezu konkurrenzloses Verfahren dar, welches in seiner Effizienz bis-

lang von keiner anderen Methode erreicht wird. 
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D.6 Phylogenetische Verwandtschaft der F3�H und der F3�,5�H 
 

Zur Erstellung eines phylogenetischen Stammbaums der F3�Hs und der F3�,5�Hs wurden 

zunächst Proteinalignments durchgeführt. Dabei ist die Wahl der verwendeten Proteinver-

gleichsmatrix von großer Bedeutung. Die am weitesten verbreiteten Vergleichsmatrizen 

sind die Identitäts-Matrix, die PAM-Matrix (Percent Accepted Mutation Matrix) und die 

Blosum-Matrix (Blocks Substitution Matrix). Die einfachste, jedoch am wenigsten 

aussagekräftige ist die Identitäts-Matrix. Hier werden alle identischen Aminosäuren mit 1 

und alle nicht identischen Aminosäuren mit 0 gewertet.  

Bei der PAM-Matrix (Dayhoff et al., 1978; Gonnet et al., 1992) wurde die Häufigkeit be-

stimmter Aminosäurenaustausche bei verwandten Proteinen untersucht. Dabei wurden die  

Aminosäuresequenzen verwandter Proteine zugrundegelegt, die über eine Homologie von 

mindestens 85 % identischen Aminosäuren verfügen. Zwei Aminosäuren, die sich im 

Laufe der Evolution der Proteine besonders häufig gegenseitig ersetzten, bekommen dabei 

einen besonders hohen Ähnlichkeitsgrad zugewiesen, während solche, die stark konserviert 

waren einen hohen Selbstähnlichkeitsgrad und niedrigen Ähnlichkeitsgrad mit anderen 

Aminosäuren zugewiesen bekamen. Um größere evolutionäre Distanzen zu erhalten, wird 

die Matrix mit einem konstanten Faktor multipliziert, z.B. PAM 250 = PAM1 *250. 

Bei der Erstellung der Blosum-Matrix (Henikoff und Henikoff, 1992) wurden ca. 2000 

hoch konservierte Aminosäuremuster aus über 500 Gruppen verwandter Proteine zugrun-

degelegt. Innerhalb dieser als �blocks� bezeichneten Muster wird die Wahrscheinlichkeit 

eines Aminosäureaustauschs in jeder einzelnen Position ermittelt. Dabei repräsentieren 

häufig auftretende Aminosäuresubstitutionen einen höheren Verwandtschaftsgrad zwi-

schen den Aminosäuren als seltene Substitutionen in stark konservierten Bereichen. In der 

am häufigsten verwendeten Blosum62-Matrix wurden Sequenzen mit mindestens 62 % 

identischen Aminosäuren zu einer Proteinfamilie zusammengefasst und die Häufigkeit der 

Aminosäuresubstitutionen innerhalb eines �blocks� ermittelt. Aus dem Durchschnitt dieser 

Werte wurde schließlich die Proteinvergleichsmatrix Blosum62 erstellt.  

Aus den bei dem Proteinalignment unter Verwendung der jeweiligen Proteinvergleichs-

matrix erhaltenen evolutionären Distanzdaten der paarweise miteinander verglichenen 

Aminosäuresequenzen, wurde anschließend mit Hilfe der am weitesten verbreiteten 

�Neighbor-joining Method� von Saitou und Nei (Saitou und Nei, 1987) ein phylogeneti-

scher Stammbaum der F3�Hs und der F3�,5�Hs berechnet.  
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Dabei zeigten die Stammbäume, die unter Verwendung der Blosum62-Matrix und der 

PAM250-Matrix erstellt wurden, den gleichen Aufbau (Abb. 37).  

 

Abb. 37: Phylogenetischer Stammbaum der bekannten F3�,5�Hs. De
Proteinvergleichsmatrix Blosum62 (Henikoff und Henikoff, 1992) und
stellt (Saitou und Nei, 1987). Die aufgeführten Sequenzen werden mit 
ben. 
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Auf der anderen Seite zeigt die F3�,5�H aus C. chinensis mit ihrer F3�H-�typischen� Se-

quenz innerhalb der �typischen� F3�Hs die geringste Verwandtschaft zu allen anderen Se-

quenzen. Diese Verwandtschaftsverhältnisse lassen den Schluss zu, dass sich die F3�,5�H 

und die F3�H aus einem gemeinsamen Vorläuferenzym heraus entwickelt haben. Die Ver-

hältnisse der F3�,5�H aus C. medium und aus C. chinensis legen nahe, dass es sich bei die-

sem Vorläuferprotein ursprünglich um eine F3�H gehandelt hat, deren schrittweise Muta-

tion zu der Entstehung der F3�,5�H geführt hat. In diesem Sinne stellt die F3�,5�H aus C. 

chinensis ein Bindeglied zwischen den F3�Hs und den F3�,5�Hs dar, welche zwar aufgrund 

seiner Aminosäuresequenz zu den F3�Hs zu zählen ist, jedoch bereits über eine, wenn auch 

schwach ausgeprägte, F3�,5�H-Aktivität verfügt. Möglicherweise wurden Mutationen, die 

zu der Entstehung der F3�,5�Hs geführt haben, durch die Coevolution von Blütenbestäu-

bern, die sich auf blaue bzw. bläuliche Blütenfarben spezialisiert haben, begünstigt. 
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D.7 Ausblick 
 

Mit der Klonierung der F3�- und F3�,5�-cDNAs und der Charakterisierung der davon ab-

geleiteten Proteine konnten bei zwei der untersuchten Pflanzen bislang noch unerklärte 

Phänomene bezüglich der B-Ring Hydroxylierung aufgeklärt werden. Dennoch wurden 

z.T. neue Fragen aufgeworfen, zu deren Aufklärung weitere Untersuchungen notwendig 

sind. Während die Verhältnisse bei M. incana und P. zonale bezüglich der 3�-Hydroxylie-

rung weitgehend aufgeklärt werden konnten (siehe D.1 und D.4), bleibt die Frage ob die 

Hydroxylierung des B-Rings bei C. chinensis durch ein einziges oder durch zwei verschie-

dene Gene kontrolliert wird, noch offen (siehe D.2). Darüber hinaus müssen die auf den 

ersten Blick widersprüchlich erscheinenden Resultate der heterologen Hefeexpression des 

cDNA-Klons CYPLrpHf1 aus L. rantonnetii erneut überprüft werden (siehe D.3).  

Neben diesen im Vordergrund stehenden Untersuchungen sind weitere Enzymtests zur 

Charakterisierung der isolierten Enzyme geplant, in denen insbesondere der Umsatz von 

Flavonen und Flavonolen getestet werden soll. Außerdem könnte durch den Austausch 

einzelner Proteindomänen die Substratspezifität der Enzyme näher untersucht werden. Da-

bei wäre u.a. die Konstruktion eines hybriden Enzyms denkbar, bei der durch den Aus-

tausch einer oder mehrerer Domänen eine F3�H in eine F3�,5�H überführt werden könnte, 

bzw. umgekehrt eine F3�,5�H die Fähigkeit verlieren würde, 5�-Hydroxylierungen vorzu-

nehmen.  

Die Möglichkeiten, die bislang verifizierten cDNA-Klone zu nutzen, sind vielfältig. Be-

reits seit längerem werden die heterolog in Hefe exprimierten Klone am Lehrstuhl für die 

Substratsynthese, v.a. von Eriodictyol und Dihydroquercetin, verwendet. Viele weitere 

Flavonoide wie z.B. das pharmakologisch sehr interessante Flavonol Quercetin lassen sich 

mit Hilfe der F3�H oder F3�,5�H leicht herstellen. Zusammen mit anderen Flavonoidbio-

synthesegenen könnten darüber hinaus zahlreiche in der Natur selten vorkommende Flavo-

noide wie z.B. das 3�,4�,5�-hydroxylierte Flavon Tricetin biotechnologisch erzeugt werden 

und diese Flavonoide dadurch erstmalig in ausreichender Menge und Qualität für medizi-

nische Studien verfügbar gemacht werden. Auch für die Lebensmittelindustrie könnte die 

biotechnologische Produktion verschiedener Flavonoide in Zukunft von großer Bedeutung 

sein. Bei zahlreichen Multivitaminpräparaten und anderen �Gesundheitselixieren� wird seit 

langem mit dem Zusatz von sogenannten �Bioflavonoiden� geworben, denen z.T. nicht zu 

unrecht gesundheitsfördernde Eigenschaften zugeschrieben werden (siehe A.1.1).  
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Dieses positive Image von Flavonoiden wirkt sich u.a. auch bei den wirtschaftlich bedeut-

samen Lebensmittel- und Arzneimittelfarbstoffen aus. Während bei vielen Farbstoffen er-

wiesen ist, dass sie Lebensmittelallergien auslösen können und viele davon unter dem Ver-

dacht stehen, die Bildung verschiedener Krebsarten und anderer Erkrankungen zu begüns-

tigen, gelten die stark gefärbten Anthocyane allgemein als harmlos. Gemäß der Richtlinie 

94/36/EG des Europäischen Parlaments und des Rates vom 30. Juni 1994 über Farbstoffe, 

die in Lebensmitteln verwendet werden dürfen, ist im Gegensatz zu vielen synthetischen 

Farbstoffen, die Zugabe der als  E 163 deklarierten Anthocyane bei zahlreichen Lebens-

mitteln wie z.B. verschiedene Käse- und Essigsorten  ohne Mengenbeschränkung bis zum 

�Quantum satis� (Sättigung) erlaubt. Vor dem Hintergrund zahlreicher Lebensmittelskan-

dale und dem zunehmenden Trend zu �Bio�-Lebensmitteln könnte die biotechnologische 

Produktion der bislang aus Weintrauben-, Holunderschalen, Rotkohl, etc. extrahierten 

Anthocyane zunehmend an Bedeutung gewinnen. Dabei könnte durch den kombinierten 

Einsatz der F3�- und der F3�,5�H mit anderen Flavonoidbiosyntheseenzymen im Gegensatz 

zu den bisherigen Verfahren die gezielte Herstellung einzelner reiner Anthocyane ermög-

licht werden. 

 

Eine weitere wichtige Nutzung der F3�- und der F3�,5�H stellt die Transformation wichti-

ger Zierpflanzen mit den entsprechenden Genen dieser Enzyme dar. Zahlreiche Zierpflan-

zen mit großer wirtschaftlicher Bedeutung (z.B. Rosen, Chrysanthemen, Gerbera) sind na-

türlicherweise nicht in der Lage den blauen Blütenfarbstoff Delphinidin zu bilden. Durch 

die Transformation dieser Arten mit einer F3�,5�H-cDNA sollte es möglich sein, blaublü-

hende Linien zu erzeugen. Durch die Transformation von Nelken mit einem F3�,5�H-Gen 

aus P. hybrida gelang es der australischen Firma Florigene bereits 1996 die blaublühende 

Nelkenlinie �Moondust� und 1998 die Linie "Moonshadow" auf den australischen Markt 

zu bringen. In Europa konnten die 1998 auf dem europäischen Markt zugelassenen Sorten 

so gut wie nicht verkauft werden, was einerseits mit der weit verbreiteten Abneigung der 

Bevölkerung gegenüber genmanipulierten Organismen und anderseits mit der nur wenig 

überzeugenden blassen Färbung der Linien erklärt werden kann. Es kann dennoch davon 

ausgegangen werden, dass intensiver blau gefärbte Transformanten wie z.B. eine blaue 

Rose sich auch in Europa gut vermarkten ließen.   
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Durch die Transformation einiger bedeutender Zierpflanzen bzw. Hochleistungssorten 

(z.B. Tulpen-, Hyazinthen-, Rosen-, Gerbera- und Pelargoniensorten) mit einem F3�H-Gen 

könnten ebenfalls völlig neue und interessante Blütenfarben erzeugt werden. Dabei könnte 

mit Hilfe der �Antisense-Technik� bzw. der �Co-Supression� die Synthese von Cyanidin-

derivaten vollständig unterdrückt werden, um so reine Pg- bzw. Dp-Typen zu erzeugen, die 

bei diesen Linien natürlicherweise nicht vorkommen. 

 

Neben diesen sind viele weitere Beeinflussungen der Blütenfarbe von Zierpflanzen mit F3� 

und F3�,5�H-Genen denkbar. Es sollte jedoch dabei nicht unerwähnt bleiben, dass neben 

der Beeinflussung der Blütenfarbe auch weitere positive Effekte mit der Manipulation des 

Flavonoidbiosynthesewegs verbunden sein können. So zeigte der erste 1990 in der Bundes-

republik Deutschland durchgeführte Freilandversuch mit gentechnisch veränderten Pflan-

zen, bei dem eine weißblühende DFR-Mutante von P. hybrida mit einem DFR-Gen aus 

Mais transformiert wurde, dass die lachsfarbene transgene Petunie gegenüber verschiede-

nen Pilzerkrankungen weniger anfällig war als die weißblühende Mutante (Saedler et al., 

1993). Damit scheinen sich frühere Untersuchungen zu bestätigen, dass Anthocyane bzw. 

deren Zwischenprodukte eine wichtige Schutzfunktion gegen Krankheitserreger und 

Schädlinge haben können. Solche Abwehrmechanismen könnten bei Zierpflanzen durch 

gezielte Genübertragung eingehend untersucht und die daraus gewonnenen Erkenntnisse 

anschließend ggf. auf Nutzpflanzen übertragen werden. 
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E. Zusammenfassung  
 

Flavonoide sind eine wichtige Klasse sekundärer Pflanzenstoffe, die in allen höheren 

Pflanzen vorkommen. Bis heute sind mehr als 6400 verschiedene Verbindungen bekannt. 

Anthocyane, farbige Flavonoide, stellen die wichtigsten Blütenfarbstoffe dar. Sie verleihen 

Blüten eine rosa, rote, malvenfarbige und blaue Färbung und locken Bestäuber an. Darüber 

hinaus besitzen Anthocyane, wie alle anderen Flavonoide, zahlreiche wichtige Eigen-

schaften für Pflanzen, wie z.B. der Schutz vor UV-B-Strahlung und Pflanzenschädlingen. 

Die am weitesten verbreiteten Anthocyane sind durch das Hydroxylierungsmuster des B-

Ringes des Flavonoidgrundgerüsts charakterisiert. Die Hydroxylierung des B-Ringes wird 

durch die Aktivität der zwei Cytochrom P450-Enzyme Flavonoid 3�-Hydroxylase (F3�H) 

und Flavonoid 3�,5�-Hydroxylase (F3�,5�H) kontrolliert. Ohne die Aktivität eines dieser 

Enzyme wird hauptsächlich das 4�-hydroxylierte Anthocyan Pelargonidin gebildet, wel-

ches für viele rosa und orange Blütenfarben verantwortlich ist. Die Aktivität der F3�H führt 

vorwiegend zu der Bildung von Cyanidin (3�,4�-hydroxyliert) und die Aktivität der 

F3�,5�H vorwiegend zu der Bildung von Delphinidin (3�,4�,5�-hydroxyliert). Cyanidin 

verleiht Blüten rote und malvenfarbige Farben, Delphinidin ist das vorherrschende Pig-

ment in vielen blauen Blüten.  

Ziel dieser Arbeit war es die F3�H und die F3�,5�H durch die Klonierung der entsprechen-

den cDNA-Klone aus verschiedenen Pflanzen zu isolieren und durch heterologe Expres-

sion in Hefe zu charakterisieren. Zu diesem Zweck stand sowohl chemogenetisch defi-

niertes als auch nicht definiertes Pflanzenmaterial zur Verfügung. 

 

Aus chemogenetisch definierten Linien von Matthiola incana konnte durch differentielle 

PCR ein komplementärer cDNA-Klon der F3�H, die vom Genlocus B kontrolliert wird, 

isoliert werden. In Enzymtests setzte das als CYP75B7 klassifizierte Enzym das 4�-hydro-

xylierte Naringenin (NAR) zu 3�,4�-hydroxyliertem Eriodictyol (ERI) und das 4�-hydroxy-

lierte Dihydrokaempferol (DHK) zu 3�,4�-hydroxyliertem Dihydroquercetin (DHQ) um.  

Es konnte darüber hinaus durch Northernblot-Analyse eindeutig gezeigt werden, dass es 

sich bei den homozygot rezessiven Matthiola-Linien (bb) ohne F3�H-Aktivität um Trans-

kriptions-Mutanten handelt. 
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Zwei F3�H codierende cDNA-Sequenzen wurden aus einer cDNA-Genbank von Cal-

listephus chinensis mit Hilfe einer F3�H cDNA-Sonde aus Arabidopsis thaliana isoliert. 

Bei der heterologen Expression des Klons CYPCcppHt1 zeigte das entsprechende Protein 

eine eindeutige F3�,5�H-Aktivität, obwohl es aufgrund seiner Aminosäuresequenz nicht zu 

der Unterfamilie der F3�,5�Hs CYP75A sondern in die Unterfamilie der F3�Hs CYP75B 

gehört. In den durchgeführten Enzymtests war das als CYP75B5 klassifizierte Enzym in 

der Lage NAR und DHK sowohl in 3�-Position als auch in 5�-Position zu hydroxylieren. 

Somit ist dies der erste Bericht über die Isolierung eines Enzyms mit einer F3�H spezifi-

schen Aminosäuresequenz, das über eine F3�,5�H-Aktivität verfügt.  

Bei der heterologen Expression des zweiten cDNA-Klons CYPCcpHt2 konnte bislang 

keine spezifische Enzymaktivität des codierten Enzyms, welches als CYP75B6 klassifiziert 

wurde, beobachtet werden. 

 

Eine weitere F3�H konnte aus Pelargonium zonale isoliert werden. Dabei wurde mit einem 

CYP-spezifischen Primer, der von der Hämbindungs-Region bekannter F3�,5�H Sequenzen 

abgeleitet wurde, ein entsprechendes cDNA-Fragment durch PCR amplifiziert. Mit Hilfe 

des neuen RLM-RACE-Verfahrens konnte ein vollständiger cDNA-Klon generiert werden, 

der anschließend heterolog in Hefe exprimiert wurde. Sowohl in in vivo Enzymtests mit le-

benden Hefezellen (Bioconversion) als auch in in vitro Enzymtests mit Hefemikrosomen 

setzte das als CYP75B8 klassifizierte Enzym NAR zu ERI und DHK zu DHQ um.  

Da die F3�H in Pflanzenextrakten von P. zonale aufgrund interferierender Inhaltsstoffe 

bisher nicht nachgewiesen werden konnte, ist dies der erste Nachweis der Existenz einer 

F3�H und des entsprechenden Gens in P. zonale.  

 

Durch den Einsatz des CYP-spezifischen Primers konnte außerdem ein F3�,5�H-spezifi-

sches cDNA-Fragment aus Lycianthes rantonnetii kloniert werden. Nach einem RLM-

RACE wurde der offene Leserahmen des vollständigen Klons in Hefe exprimiert. Dabei 

zeigte das als CYP75A9 klassifizierte Enzym nur in den in vivo Enzymtests mit lebenden 

Hefen eine Enzymaktivität, aber nicht in Enzymtests mit Hefemikrosomen. Außerdem of-

fenbarte das Enzym nur eine F3�H-Aktivität aber keine F3�,5�H-Aktivität, so dass bislang 

nicht feststeht, ob es sich um eine F3�H oder um eine F3�,5�H handelt . 
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Durch die Klonierung und Charakterisierung der F3�H und der F3�,5�H können viele neue 

und interessante Blütenfarben bei wirtschaftlich bedeutenden Zierpflanzen erzeugt werden. 

Darüber hinaus ermöglichen sie zusammen mit anderen Enzymen aus dem Flavonoidbio-

syntheseweg die biotechnologische Produktion einer Vielzahl von verschiedenen Flavonoi-

den, die dadurch in ausreichender Menge und Reinheit der medizinischen Forschung und 

der Nahrungsmittelindustrie zur Verfügung gestellt werden können.   
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E. Summary 
 

Flavonoids are an important class of secondary metabolics present in all higher plants. Up 

to today more than 6400 different compounds are known. Anthocyanins, coloured flavo-

noids, represent the major pigments in flowers. They confer pink, red, mauve and blue to 

flowers and attract pollinators. Furthermore, Anthocyanins possess like all the other flavo-

noids various important properties for plants, such as protection against UV-B radiation 

and pests. The most prevalent Anthocyanins are characterized by the hydroxylation pattern 

of the B-ring of the basic flavonoid skeleton. The hydroxylation of the B-Ring is controlled 

by the activities of the two cytochrome P450 enzymes flavonoid 3�-hydroxylase (F3�H) 

and flavonoid 3�,5�-hydroxylase (F3�,5�H). Without the activity of one of these enzymes 

the 4�-hydroxylated Anthocyanin Pelargonidin is mainly generated which is responsible for 

many pink and orange flower colours. The activity of the F3�H predominantly leads to the 

production of the Cyanidin (3�,4�-hydroxylated) and the activity of the F3�,5�H predomi-

nantly leads to the production of delphinidin (3�,4�,5�-hydroxylated). Cyanidin gives flow-

ers red and mauve colours, delphinidin is the main pigment in many blue flowers.  

The aim of this thesis was to isolate the F3�H and the F3�,5�H by cloning of the 

corresponding genes from several plants and to characterize them by means of 

heterologous expression in yeast. For that purpose both chemogenetic defined and none 

defined plant material have been available. 

 

From chemogenetically defined lines of Matthiola incana a complementary cDNA clone 

of the F3�H that is controlled by the genetic locus B was isolated by means of differential 

PCR. In enzyme tests the enzyme classified as CYP75B7 converted the 4�-hydroxylated 

Naringenin (NAR) to 3�,4�-hydroxylated Eriodictyol (ERI) and the 4�-hydroxylated Dihy-

drokaempferol (DHK) to 3�,4�-hydroxylated Dihydroquercetin (DHQ). It could also clearly 

be shown through Northern blot analysis that the recessive lines of Matthiola (bb) without 

F3�H activity are transcription mutants.  

 

Two F3�H coding cDNA sequences were isolated from a cDNA library of Callistephus 

chinensis by using a F3�H cDNA labelled probe of Arabidopsis thaliana. During the heter-

ologous expression of the clone CYPCcpHt1 the corresponding protein showed a definite 

F3�,5�H activity even though it does not belong due to its amino acid sequence to the sub-
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family of the F3�,5�Hs CYP75A but to the subfamily of the F3�Hs CYP75B. In the enzyme 

tests carried out the enzyme classified as CYP75B5 was able to hydroxylate NAR and 

DHK in the 3�-position as well as in the 5�-position. Thus, this is the first report on an 

isolation of an enzyme with a F3�H specific amino acid sequence which has a F3�,5�H ac-

tivity.  

Up to now the heterologous expression of the second clone CYPCcpHt2 has revealed no 

specific activity of the encoded enzyme which was classified as CYP75B6 .  

 

Another F3�H was isolated from Pelargonium zonale. For that purpose a corresponding 

fragment was amplified by PCR with a CYP-specific primer which derived from the heme-

binding region of known F3�,5�H sequences. By using the new RLM method a full-length 

cDNA clone could be generated and heterlogous expressed in yeast afterwards. In vivo en-

zyme tests (bioconversion) as well as in vitro enzyme tests showed the conversion of NAR 

to ERI and DHK to DHQ catalysed by the enzyme classified as CYP75B8. Since a F3�H 

activity could never be demonstrated in plant extracts of P. zonale due to interfering com-

pounds this is the first evidence of the existence of a F3�H and of the corresponding gene 

in P. zonale.  

  

By using the same CYP-specific Primer a cDNA fragment from Lycianthes rantonnetii was 

also cloned by PCR. After a RLM-RACE the open reading frame of the full-length clone 

was expressed in yeast. The enzyme classified as CYP75A9 showed only a enzyme activ-

ity in the in vivo enzyme tests with living yeast, but not in enzyme tests with yeast micro-

somes. Additionally, the enzyme revealed only a F3�H activity, but no F3�,5�H activity, so 

it is not certain at the moment whether this enzyme is a  F3�H or a F3�,5�H. 

 

Because of the cloning and characterization of the F3�H and the F3�, 5�H many new and 

interesting flower colours can be created in economically important ornamental plants. 

Moreover, together with other enzymes of the flavonoid biosynthetic pathway they enable 

the biotechnological production of a multiplicity of different flavonoids, which can thereby 

be made available in sufficient quantity and purity for medical research and food industry. 
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G. Anhang 

 

G.1 Verwendete Primer und Adapter  
 

Von den verwendeten PCR- und Reverse-Transkritase-Primer sind hier nur die 

unspezifischen Standardprimer und die Primer, die zur Isolierung der DNA-Sonden 

benötigt wurden, aufgeführt. Die genspezifischen 5�- und 3�-RACE-Primer, sowie die 

spezifischen �end-to-end�-Primer sind zusammen mit den entsprechenden cDNA-Klonen 

in Anhang G.2 und G.3 dargestellt.  

 

 
PCR � und Reverse-Transkriptase-Primer 

Name Nukleotidsequenz 

AAP 5’-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GGI IGG GII GGG IIG-3’ 

AP 5’-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT TTT TTT TTT TTT TTT T-3’ 

AUAP 5’-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3’ 

CYPA invers 5’-AA(CT)CT(CT)(AT)(CT)IGGIII(AG)(AT)AI(GT)(CT) -3’    

CYPB invers 5’-C(GT)I(GC)(GT)ICCIIIIC(CT)(AG)AAIG(GC)IA(AGT) -3’ 

Hf2 5’ 5’-ATG GTG CTA CTT AGT GAG CTT GCT GCA-3’ 

Hf2 3’ 5’-TCA AGC TAA AGG TGC ATA AAC ATC AAT-3’ 

HFDM  

 

5’-GGIAA(CT)(GC)A(CT)TTTGA(AG)(CT)T(AG)ATICCATTTGGIGC 

TA)GGA(AC)GAAG-3’ 

HTDM 5’-G(GT)IA(GA)(CT)GACTT(CT)GA(GA)(CG)T(CA)(AT)T(GA)CC 

GA)TT(CT)GGIGC(C T)GG(GA)(CA)GIAG(GA)AT-3’ 

Nested PCR primer 2R  5’-AGC GTG GTC GCG GCC GAG GT-3’ 

PCR primer 1 5’-TCG AGC GGC CGC CCG GGC AGG T-3’ 

pLGT10H 5’-CCT TTT GAG CAA GTT CAG CCT GG-3’ 

pLGT10R 5’-GGT GGC TTA TGA GTA TTT CTT CC-3’ 

Oligo(dT)-Primer 5’-TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT VN-3’ 

 

 
Adapter zur subtraktiven Hybridisierung zweier differentieller cDNA-Populationen 

Name Nukleotidsequenz 

Adaptor 1 5’-CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CTC GAG CGG CCG CCC GGG 

CAG GT-3’ 

Adaptor 2r 5’-CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAG CGT GGT CGC GGC CGA 

GGT-3’ 
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G.2. CYP-cDNA-Fragmente 
 

Nicht differentiell exprimiertes CYP-cDNA-Fragment PUHT aus Matthiola incana: 
 
 
 
 F  I  L  S  C  F  P  I  F  S  T  A  R  S  K  W  R  S  L  H  A  T  A  T  P  P  G  P  28 
TTTATCTTATCATGTTTCCCTATCTTCTCCACCGCAAGATCCAAATGGAGATCTCTTCATGCCACCGCAACACCGCCGGGACCT  84 
 
 P  R  L  P  I  I  G  N  I  H  Q  I  G  K  N  P  H  R  S  F  A  D  L  S  K  T  Y  G     56 
CCACGGCTACCAATCATAGGAAATATACATCAAATCGGAAAAAACCCACACCGCTCTTTCGCCGACCTCTCAAAAACTTATGGA  168 
 
 P  I  M  S  F  K  F  G  C  L  N  T  V  V  I  T  S  P  E  G  A  R  E  V  L  R  T  H    84 
CCAATCATGAGTTTTAAGTTTGGATGTTTAAACACTGTGGTCATAACTTCACCGGAAGGTGCAAGAGAGGTTCTAAGAACACAT    252 
 
 D  Q  I  L  A  A  H  F  S  P  N  S  I  R  S  I  N  H  H  D  F  S  V  L  W  L  P  S    112 
GACCAAATCTTGGCTGCTCATTTTTCGCCTAACTCGATACGATCCATCAATCATCACGACTTTTCCGTGCTTTGGCTTCCATCA     336 
                   <AAAAAGCGGATTGAGCTATGCTAGG 5’G5 
 T  S  A  R  W  R  L  L  R  K  L  S  V  T  Y  L  F  S  P  Q  R  I  E  A  S  K  A  L  140 
ACGTCTGCTCGTTGGAGACTGTTGAGAAAACTGTCTGTGACTTACCTCTTCTCGCCGCAACGTATCGAAGCCAGTAAAGCTCTG  420 
                                                         <TTGCATAGCTTCGGTCATTTCGAGAC                     
 R  M  K  K  V  Q  E  L  V  R  F  M  S  E  S  S  E  R  E  E  V  V  D  I  S  R  Y  I  168 
CGGATGAAGAAAGTGCAAGAGCTTGTAAGATTCATGAGTGAAAGCAGCGAGAGAGAAGAAGTTGTTGATATTTCTCGGTACATC  504 
GCC 5’G4          
 F  S  S  Q  F  L  I  S  Y  R  N  L  F  F  S  D  G  F  Q  D  K  V  I  A  V  T  E  A    196 
TTTTCATCACAGTTCTTAATATCATATCGGAACCTATTTTTTTCTGATGGGTTTCAGGACAAGGTGATTGCTGTCACGGAAGCT  588 
 
 I  G  N  P  D  L  S  N  Y  F  P  F  L  G  F  L  D  L  Q  G  N  R  K  K  L  K  V  C  224 
ATAGGGAACCCAGACCTTTCTAACTACTTTCCATTTCTAGGGTTTCTTGATCTCCAAGGTAATAGAAAGAAGTTGAAGGTTTGC  672 
 
 S  D  M  L  F  R  V  F  R  G  F  I  D  A  K  I  A  E  K  P  L  R  S  S  H  N  D  G  252 
TCTGATATGCTGTTTAGGGTTTTCCGTGGGTTCATCGACGCTAAAATAGCCGAAAAACCACTGAGGAGTAGCCATAATGATGGC    756 
 
 S  E  S  D  F  V  D  A  L  L  D  L  T  E  G  D  K  T  E  L  N  T  S  N  I  E  H  L    280 
TCGGAAAGCGATTTTGTGGATGCGCTTCTCGATCTCACTGAAGGAGATAAAACAGAACTCAACACAAGCAATATTGAACACCTT  840 
 
 L  F  D  L  F  A  A  G  T  D  T  N  S  I  T  V  E  W  A  M  A  E  L  L  R  N  P  N  308 
CTCTTTGACCTGTTTGCAGCTGGCACAGACACAAACTCTATTACCGTGGAATGGGCAATGGCAGAGTTACTTCGAAACCCTAAT   924 
      3’G1 GTTTGCAGCTGGCACAGACACAAA>                   <TTACCGTCTCAATGAAGCTTTGGG 5’G3 
 I  M  A  K  A  Q  A  E  L  D  R  V  I  G  E  N  G  V  V  Q  E  S  D  I  S  E  L  P    336 
ATAATGGCAAAGGCTCAAGCCGAGCTCGATCGTGTGATAGGCGAAAACGGCGTCGTTCAAGAGTCAGATATTTCAGAATTGCCG  1008 
                                                         <TTCTCAGTCTATAAAGTCTTAACGG 5’G2     
 Y  L  Q  A  V  V  K  E  T  F  R  L  H  P  A  G  P  L  L  V  P  R  K  A  E  S  D  V 364 
TATTTACAAGCGGTTGTAAAAGAAACTTTCCGGTTACATCCGGCTGGCCCACTTCTCGTCCCGCGAAAAGCAGAGTCCGATGTG  1092 
                         <AAAGGCCAATGTAGG 5’G1                           
 E  V  L  G  F  L  V  P  K  D  T  Q  V  L  V  N  V  W  A  I  G  R  D  P  N  V  W  E  392 
GAGGTTCTTGGATTTCTTGTGCCTAAAGACACTCAGGTTCTTGTGAACGTGTGGGCTATAGGAAGAGACCCGAATGTGTGGGAG  1176 
                                                                   
 N  P  S  Q  F  E  P  E  R  F  L  E  K  E  I  D  V  K  G  T  D  Y  E  L  T  P  F  G  420 
AATCCGAGCCAGTTTGAGCCAGAGAGGTTCTTGGAGAAAGAAATTGACGTGAAAGGTACAGATTATGAGCTTACTCCTTTTGGA  1260 
A  G  R  R  I  C  P  G  L  P  L  A  V  K  I  V  P  L  M  L  S  S  L  L  Y  S  F  D  448 
GCCGGACGTAGAATTTGTCCAGGGTTGCCTTTGGCTGTGAAGATTGTGCCTCTTATGCTTTCTTCGCTTCTTTATTCCTTTGAC  1344 
 
 W  K  L  P  N  G  V  V  P  K  D  L  D  M  D  E  T  F  G  I  T  L  H  K  T  N  P  L    476 
TGGAAGCTTCCAAACGGCGTCGTTCCTAAAGACTTGGACATGGACGAGACCTTTGGTATCACATTACATAAAACCAACCCGTTA  1428 
 
 H  A  V  L  V  K  K  R  A  I  D  * 487 
CATGCCGTTCTCGTCAAGAAACGTGCTATTGATTGAACAGTGCATGTTATATTTCTTTTGTTTAGTACGAATCTAATAGTTTTA 1512 
 
CAAATTTTATAGCCCATAATACTATATAGTATGGTGACAGTAAATCCTTTTCTTTTGGGGTGTGTTTTTTGTGGTTTGTTTTTA 1596 
TAAAACTTACTTACAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1639 
 

Der unterstrichene Sequenzbereich stellt das bei der differentiellen Hybridisierung isolierte, nicht differentielle, 734 Bp große DNA-
Fragment dar. Die RSAI-Schnitstellen (GTAC) sind fett dargestellt (siehe auch C.1).  
Unvollständige cDNA 1639 Nukleotide 
Unvollständiger offener Leserahmen: Start 1 - Stop 1464 
Codierender Bereich: 1461 Nukleotide = 487 Aminosäurereste 
5�-RACE-Primer: 5�G1, 2, 3, 4 und 5 
3�-RACE-Primer: 3�G1 
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Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPLrpHf2 aus Lycianthes 
rantonnetii: 
 
 G  N  D  F  E  L  I  P  F  G  A  G  R  R  I  C  A  G  T  R  M  G  I  V  M  V  E  Y 28  
GGGAATCATTTTGAACTGATGCCATTTGGGGCTGGACGAAGGATTTGTGCAGGGACAAGGATGGGAATAGTGATGGTGGAATAT 84 
 I  L  G  T  L  V  H  S  F  D  W  K  F  S  N  D  V  K  E  I  N  M  E  E  S  F  G  L  56 
ATATTGGGAACTTTGGTTCATTCATTTGATTGGAAATTTTCAAATGATGTTAAGGAGATTAATATGGAGGAATCTTTTGGTTTA 168 
 A  L  Q  K  A  V  P  L  E  A  M  V  T  P  R  L  P  F  D  V  Y  Y  T  N  * 80 
GCTTTGCAAAAGGCTGTCCCTCTTGAAGCTATGGTTACCCCAAGGCTGCCTTTCGATGTTTATTATACAAATTGAAATCTTATT 252 
TGGTTTCAATTATTTGAATAATAATCGTTGTTAGTCTAAGAAGCCTTCCTAGTTACGTATAGTGTAACCTATCTGCTGAAAACT     336  
ATAACTTAAGTAATTCAAGTGTTAGCTATATCTAAACACAAAAAAAAAAAAAA 389 

 

 

 

Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPLrpHf3 aus Lycianthes 
rantonnetii: 
 
 G  N  D  F  E  L  M  P  F  G  A  G  R  R  M  C  P  A  Y  G  L  G  L  K  V  V  H  A   28 
GGGAACGATTTTGAACTGATGCCATTTGGGGCTGGAAGAAGGATGTGTCCTGCCTACGGCTTGGGGCTTAAGGTGGTTCACGCC 84 
 T  L  A  N  L  V  H  G  F  K  W  S  L  P  H  N  M  T  P  E  D  L  N  M  E  E  I  F   56 
ACCTTAGCTAATCTTGTACATGGGTTTAAATGGTCATTGCCTCATAATATGACACCTGAGGACCTCAACATGGAGGAGATTTTT 168 
 G  L  S  I  P  R  K  I  P  L  S  A  V  I  E  P  R  L  P  L  Y  L  Y  S  A  * 81 
GGTCTCTCTATACCAAGAAAGATTCCACTTTCTGCTGTGATTGAGCCAAGACTTCCACTATATCTTTACTCTGCTTGATTCTGC 252 
ACTAATGTTGTTACATCAATAAATGTTCTTTCTCTGATTGTAATGGTGGACATATCCACTAAGGTTCATCTAATGCTCTACATG 336 
TTTTGTGACAAAAAAAAAAAAAAAA 361 

 

 

 

Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPPzpHt1 aus 
Pelargonium zonale x Hybriden: 
 
 G  N  D  F  E  L  M  P  F  G  A  G  R  R  I  C  A  G  M  S  L  G  L  R  M  V  Q  L 28 
GGGAACGACTTTGAACTGATGCCATTTGGGGCTGGACGAAGGATATGCGCCGGGATGAGCCTAGGGCTACGCATGGTTCAATTG 84 
 L  T  A  T  L  L  H  A  F  N  W  D  L  P  Q  G  Q  I  P  Q  E  L  N  M  D  E  A  Y 56 
CTCACTGCGACTCTTCTTCACGCCTTTAATTGGGATCTTCCGCAAGGTCAAATACCCCAGGAGCTAAATATGGACGAGGCTTAT 168 
 G  L  T  L  Q  R  A  S  P  L  H  V  R  P  R  P  R  L  P  S  H  L  Y  * 79 
GGACTCACACTTCAAAGAGCTTCACCTTTACATGTGCGCCCACGTCCAAGGCTACCCTCTCATTTGTATTGATCTATAACTTGA 252 
ATTTCATGTCATGTCTTGTAAAAAAAAAAAAAAAA 287 
  

 

 

Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPPzpHt2 aus 
Pelargonium zonale x Hybriden: 
 
 G  N  D  F  E  L  M  P  F  G  A  G  R  R  I  C  A  G  M  S  L  G  L  R  M  V  Q  L  28 
GGGAATGACTTTGAACTGATGCCATTTGGGGCTGGAAGTAGGATATGCGCCGGGATGAGCCTAGGGCTACGCATGGTTCAATTG 84 
 L  T  A  T  L  L  H  A  F  N  W  D  L  P  Q  G  Q  I  P  Q  E  L  S  M  D  E  A  Y 56 
CTCACTGCGACTCTTCTTCACGCCTTTAATTGGGATCTTCCGCAAGGTCAAATACCCCAGGAGCTAAGTATGGACGAGGCTTAT 168 
 G  L  T  L  Q  R  A  S  P  L  H  V  R  P  R  P  R  L  P  S  H  L  Y  * 79 
GGACTCACACTTCAAAGAGCTTCACCTTTACATGTGCGCCCACGTCCAAGGCTACCCTCTCATTTGTATTGATCTATAACTTGA 252 
ATTTCATGTCATGTTTTGTAATGGCTGGATTAATAAAATTCATCACTTGTAACTACAAAACTAGATAGCTAGTTGCGTGTGTTA 336 
TGATGATGATATTTTGCTGTACTGTAAAAAAAAAAAAAA 375 
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Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPMipHt aus Matthiola 

incana: 

 
 G  N  D  F  E  L  I  P  F  G  A  G  R  R  I  C  P  G  I  G  L  A  M  L  H  L  E  Y   28 
GGAAATGATTTTGAATTAATACCATTTGGAGCAGGGAGAAGGATCTGTCCAGGGATTGGGCTAGCGATGCTGCATCTGGAGTAC 84 
 Y  V  A  N  M  V  K  E  F  E  W  K  E  V  E  G  H  E  V  D  L  T  E  K  V  E  F  T  56 
TATGTGGCCAATATGGTGAAGGAGTTCGAGTGGAAGGAAGTGGAAGGTCATGAAGTTGATTTGACGGAGAAGGTGGAGTTCACC 168 
 V  V  M  K  N  P  L  K  A  R  A  V  P  R  R  G  Q  V  V  L  S  * 77 
GTCGTCATGAAGAATCCGCTTAAGGCTCGTGCTGTGCCAAGGAGAGGACAAGTGGTCCTGTCGTAGAAAGACTAGTCTTCTTCT 252 
TTTAATAATAAATAGTTAGGAAGAGTTGATGGTAATTGTGTACTTTGTTTCGTGAAGGTACCCGTCTCTAATAAATGATAGAAG 336 
TACTGCTTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAA 366 

 

 

 

Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPL4pHT aus Matthiola 

incana: 
 

 G  S  D  F  E  L  I  P  F  G  A  G  R  R  I  C  A  G  L  S  L  G  L  R  T  I  Q  L  28 
GGGAGCGATTTCGAGCTCATACCGTTCGGAGCTGGGCGGAGAATCTGTGCAGGGCTGAGTTTAGGGTTACGGACGATTCAGTTG 84 
 L  T  A  T  L  V  H  G  F  E  W  E  L  A  G  G  V  T  P  E  K  L  N  M  E  E  T  Y   56 
CTGACAGCGACGCTGGTTCATGGATTTGAATGGGAATTGGCCGGAGGAGTTACGCCGGAGAAGCTGAATATGGAGGAGACATAT 168 
 G  I  T  V  Q  R  A  V  P  L  I  V  H  P  K  P  R  L  A  L  N  V  Y  G  V  G  S  G   84 
GGGATTACTGTGCAAAGAGCGGTTCCTTTGATTGTGCATCCTAAGCCTAGGTTGGCTCTGAATGTTTATGGAGTTGGATCGGGT 252 
 * 
TAAATGGGAGTTTTTGGTTGCCTGAGAAGGTTGATCTTGCACCGTGGAAATTAAAAAGCTTATTACTGGAATTCCTTAAAAAAA 336 
TAAGTCTAAAATCAAGTAATTATTGAAATATGGTGAATTTTGTTGCAAGTTTGTACCCTATTATGTTATGTTGTTTTTTTGGAA 420 
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 442 

 

 

 

Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPHm1 aus Hydrangea 

macrophylla: 
 G  N  H  F  E  V  M  P  F  G  A  G  R  R  M  C  P  G  Q  V  M  A  V  K  Q  V  H  L 28 
GGGAACCATTTTGAGGTGATGCCATTTGGGGCTGGACGTAGAATGTGTCCCGGACAAGTCATGGCTGTCAAGCAAGTTCACTTG 84 
 I  L  A  N  L  I  H  F  F  D  W  S  L  P  N  D  G  D  P  L  Q  L  D  M  N  E  K  F 56 
ATTTTGGCCAATCTGATCCATTTCTTTGATTGGTCTCTTCCTAATGATGGTGATCCTTTGCAACTGGACATGAATGAAAAATTT 168 
 G  V  S  L  Q  K  E  Q  P  L  L  L  I  P  K  E  K  * 73 
GGAGTAAGCTTGCAGAAGGAACAACCATTACTACTCATTCCTAAAGAAAAATGATGATCTCAAAAGAATTGTTTCCTTGTATAG 252 
TAATTTGTGTTGTCTTGTGATCCATTATATGATGTTTTGATGTTATATGTGTTAAATTGAAATTGTTCTGTAAAAGCACTAAAA 336 
AAAAAAAAAAAA 344 
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G.3. �Full-length� CYP-cDNA-Klone 
 

Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von SPHT ≙ ≙ ≙ ≙ differentiell exprimiertes Cytochrom P450-

Enzym CYP706A8 (Acc.: AF313492) aus Matthiola incana: 
               M  L  A  A  Y  A  I  P  I  L  T  A  I  L  S  I  F  W  Y  L  L  K  R     23       
AGATTAGGCAGAAAATGTTGGCCGCTTACGCAATTCCCATCCTCACTGCCATCTTGTCGATTTTCTGGTACCTCTTGAAACGCG   84 
          E5’ ATGTTGGCCGCTTACGCAATTCCCATCCTC>      
V  Q  R  R  P  P  L  P  P  G  P  R  G  L  P  I  V  G  N  L  P  F  L  D  P  D  L  H  51 
TGCAACGGCGACCACCTCTACCACCAGGACCGCGAGGGCTACCTATTGTGGGCAACCTCCCGTTTCTTGACCCTGACCTGCACA  168 
 
T  Y  F  T  S  L  A  Q  T  H  G  S  I  F  K  L  N  L  G  S  K  L  T  V  V  I  S  S      79 
CCTACTTCACAAGCCTTGCTCAGACTCACGGTTCAATCTTCAAACTCAATCTCGGATCAAAACTAACGGTCGTTATCAGCTCTC   252 
 
P  S  L  A  R  E  I  L  K  D  Q  D  I  N  F  A  N  H  D  V  P  L  T  G  R  A  A  T 107 
CGTCGCTGGCTCGAGAGATCCTTAAAGATCAAGACATCAATTTCGCAAACCATGACGTTCCTTTGACGGGCCGAGCAGCTACCT 336 
 
Y  G  G  L  D  I  L  W  S  P  Y  G  A  E  W  R  M  L  R  K  V  C  L  L  K  L  L  S 135 
ATGGCGGTCTGGACATCCTTTGGTCACCATATGGAGCCGAATGGAGAATGCTTAGAAAAGTTTGTCTTCTTAAGCTTCTTAGCC 420 
                           <TATACCTCGGCTTACCTCTTACGAATC 5’G3 
R  K  T  L  D  S  F  Y  E  L  R  R  K  E  I  R  E  R  T  R  F  L  Y  K  Q  S  R  G 163 
GAAAAACTTTGGATTCTTTCTACGAGCTTCGACGCAAAGAAATCCGAGAAAGAACCAGATTTCTATACAAGCAAAGTCGAGGAG 504 
      <AAACCTAAGAAAGATGCTCGAAGC  5’G2              <TTGGTCTAAAGATATGTTCGTTTC 5’G1 

E  A  P  V  N  V  G  D  Q  L  F  L  T  M  M  N  L  T  M  N  M  L  W  G  G  S  V  K  191 
AAGCGCCGGTGAATGTCGGAGATCAGTTGTTTTTGACGATGATGAATCTAACGATGAATATGCTATGGGGGGGATCTGTGAAAG 588 
                                                                         3’G1 TGAAAG   
A  E  E  M  A  S  V  G  T  E  F  K  G  V  I  S  E  I  T  R  L  I  G  E  P  N  V  S 219 
CAGAGGAGATGGCGAGTGTTGGAACAGAGTTTAAAGGGGTCATTTCTGAGATAACTAGGCTTATAGGTGAGCCTAATGTTTCCG 672 
CAGAGGAGATGGCGAGTGTTGGAA> 

D  F  F  P  W  L  A  R  F  D  I  Q  G  L  V  K  S  M  R  V  S  A  R  Q  L  D  A  V 247 
ATTTTTTCCCATGGCTAGCGAGATTCGATATTCAAGGGCTTGTGAAGAGCATGCGTGTGTCTGCTCGACAGCTTGATGCGGTCT 756 
 
F  D  R  A  I  K  Q  M  Q  Q  I  T  S  S  D  G  E  C  K  D  F  L  Q  Y  L  M  K  L 275 
TCGATCGAGCCATCAAGCAGATGCAACAGATAACAAGTAGTGATGGTGAATGCAAAGACTTTTTGCAATATTTGATGAAGTTGA 840 
                                                                                   
K  D  Q  E  S  D  S  E  V  P  I  T  L  N  H  V  K  A  V  L  T  D  M  V  V  G  G  T 303 
AGGACCAAGAAAGTGACTCGGAGGTTCCTATTACCCTTAATCATGTCAAAGCCGTACTCACGGATATGGTGGTCGGTGGTACGG 924 
 
D  T  S  M  N  T  V  E  F  A  M  A  E  L  I  N  K  P  E  L  M  K  K  A  Q  Q  E  L 331 
ATACATCAATGAATACGGTAGAATTTGCTATGGCCGAGCTAATAAACAAACCAGAGTTGATGAAGAAAGCGCAACAAGAGCTAG 1008 
 
D  Q  V  V  G  K  D  N  I  V  E  E  S  H  I  T  K  L  P  Y  I  V  A  I  M  K  E  T 359 
ACCAAGTTGTAGGGAAAGACAACATTGTGGAAGAATCACACATCACTAAACTTCCTTACATTGTAGCCATTATGAAAGAGACAC 1092 
 
L  R  L  H  P  T  L  P  L  L  V  P  R  R  P  A  E  A  A  V  V  G  G  Y  T  I  P  K  387 
TTAGACTTCACCCAACCCTTCCTTTGTTAGTCCCTCGCCGTCCTGCGGAAGCTGCAGTGGTGGGAGGCTACACCATTCCTAAAG 1176 
 
D  T  K  I  F  I  N  V  W  C  I  Q  R  D  P  N  V  W  E  K  P  T  E  F  R  P  E  R  415 
ACACTAAGATCTTCATCAATGTTTGGTGTATTCAGAGAGATCCAAACGTGTGGGAAAAACCGACTGAGTTTCGTCCCGAGAGGT 1260 
 
F  L  D  N  N  K  P  R  D  F  T  G  T  D  Y  S  Y  F  P  F  G  S  G  R  R  I  C  A 443  
TTCTTGATAACAATAAGCCTCGTGATTTCACCGGAACAGATTATAGCTATTTTCCCTTTGGATCCGGCCGGAGAATTTGCGCCG 1344 
 
G  V  A  L  A  E  R  M  V  L  Y  T  L  A  T  L  L  H  S  F  D  W  K  I  P  Q  G  H 471 
GTGTAGCACTCGCCGAGAGGATGGTTTTGTACACTCTCGCGACACTATTGCATTCGTTCGATTGGAAGATTCCTCAAGGACATG 1428  
 
V  L  D  L  E  E  K  I  G  I  V  L  K  L  K  T  P  L  V  A  L  P  V  P  R  L  S  D 499 
TGTTGGATTTGGAAGAGAAAATTGGGATTGTCTTGAAGCTCAAGACGCCTCTTGTTGCCCTGCCCGTTCCTAGGTTGTCCGATT 1512 
                                                                   <GGATCCAACAGGCTAA 
S  N  L  Y  I  * 504  
CTAATCTTTATATATAGTATTAGTCAAAACTCAAACACACCTTTTTTCAACACCTTTTCTCACATTTTCTTATTGTTACTATTG 1596 
GATTAGAAATATAT E3’ 
GTAAAGTGTGAAGTGTGTTCACACTTGTACACACATGTCTTGTATCTTTATAAAGTGGTGTAAGATAAATTAATAAAGAGTATA 1680 
CAAGGAGACTAATCTCTCTCTCTTTGATTCTCTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1758  
 
cDNA 1758 Nukleotide 
Offener Leserahmen: Start 15 Stop 1529 
Codierender Bereich: 1512 Nukleotide = 504 Aminosäurereste 
5�-RACE-Primer: 5�G1, 2 und 3 
3�-RACE-Primer: 3�G1 
End-to-end Primer: E5� und E3�   
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Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von CYPCcpHt1 ≙ Flavonoid 3�,5�-Hydroxylase aus 

Callistephus chinensis CYP75B5 (Acc.: AF313489). 
 

 

                       M  S  I  L  S  L  L  V  Y  F  C  I  S  L  L  V  I  I  A  L  V     21     
CGGGATTCCCCGGTTTGTAAAAATGAGCATTTTAAGCCTACTAGTCTACTTTTGCATCAGTTTGTTAGTAATAATTGCATTGGT     84 
           EXba TCTAGAATGAGCATTTTAAGCCTACTAGTCTACTTT> 
 
 N  M  F  I  T  R  H  T  N  R  L  P  P  G  P  A  P  W  P  V  V  G  N  L  P  H  L  G     49 
TAACATGTTCATCACCCGTCACACCAACCGCCTCCCTCCAGGCCCTGCCCCATGGCCCGTCGTCGGAAACCTGCCACACCTTGG    168 
 
  A  I  P  H  H  T  L  A  A  L  A  T  K  Y  G  P  L  V  Y  L  R  L  G  F  V  H  V  V     77 
TGCAATTCCACATCACACACTGGCGGCATTGGCAACAAAGTATGGGCCGTTGGTGTATCTTCGACTCGGGTTCGTTCACGTGGT    252 
 
  V  A  S  S  P  S  V  A  A  Q  F  L  K  V  H  D  L  K  F  A  S  R  P  P  N  S  G  A    105  
GGTGGCCTCTTCTCCGTCCGTTGCTGCACAGTTTCTAAAGGTTCATGACTTGAAGTTCGCCAGCAGGCCACCAAATTCTGGAGC    336  
 
  K  H  I  A  Y  N  Y  Q  D  M  V  F  A  P  Y  G  P  Q  W  T  M  F  R  K  I  C  K  D    133 
AAAGCATATCGCGTATAATTACCAGGATATGGTGTTTGCACCATATGGTCCTCAGTGGACAATGTTTCGCAAGATTTGCAAGGA    420  
 
  H  L  F  S  S  K  A  L  D  D  F  R  H  V  R  Q  E  E  V  A  I  L  A  R  G  L  A  G    161 
TCACCTCTTTTCTAGCAAAGCACTCGATGATTTCCGCCATGTTCGCCAGGAGGAAGTAGCAATACTCGCACGTGGTTTGGCTGG    504 
 
  A  G  R  S  K  V  N  L  G  Q  Q  L  N  M  C  T  A  N  T  L  A  R  M  M  L  D  K  R    189 
TGCGGGTCGATCAAAAGTTAACTTAGGCCAACAACTTAACATGTGCACCGCAAACACATTAGCACGAATGATGTTAGACAAGAG    588 
 
  V  F  G  N  E  S  G  G  D  D  P  K  A  N  E  F  K  E  M  A  T  E  L  M  F  L  A  G    217 
AGTATTTGGCAATGAAAGTGGAGGCGATGATCCAAAGGCGAATGAGTTCAAGGAAATGGCGACTGAGCTGATGTTTTTGGCAGG    672 
 
  Q  F  N  I  G  D  Y  I  P  V  L  D  W  L  D  L  Q  G  I  V  K  K  M  K  K  L  H  T    245 
ACAATTCAACATTGGTGACTACATCCCGGTTCTTGACTGGCTGGACCTGCAAGGCATTGTGAAAAAGATGAAGAAACTGCACAC    756 
 
  R  F  D  K  F  L  D  V  I  L  D  E  H  K  V  I  A  S  G  H  I  D  M  L  S  T  L  I    273 
TAGATTCGATAAGTTCCTTGACGTAATCTTGGATGAACATAAAGTTATAGCGTCGGGTCACATAGACATGTTGAGCACGTTGAT    840 
 
  S  L  K  D  D  T  S  V  D  G  R  K  P  S  D  I  E  I  K  A  L  L  L  E  L  F  V  A    301 
TTCACTCAAGGATGATACCAGTGTAGACGGAAGGAAACCTTCCGACATCGAAATCAAGGCTCTGCTTCTGGAATTATTCGTAGC    924 
 
  G  T  D  T  S  S  N  T  V  E  W  A  I  A  E  L  I  R  Q  P  H  L  L  K  R  A  Q  E    329 
GGGAACAGACACATCATCTAATACCGTGGAATGGGCAATAGCAGAACTCATTCGCCAACCCCATCTGCTGAAACGAGCCCAAGA   1008  
 
  E  M  D  S  V  V  G  Q  N  R  L  V  T  E  M  D  L  S  Q  L  T  F  L  Q  A  I  V  K    357 
AGAAATGGACAGTGTAGTTGGTCAAAACCGGCTAGTAACCGAAATGGACCTGAGCCAACTAACATTCCTCCAAGCCATTGTGAA   1092 
 
  E  A  F  R  L  H  P  S  T  P  L  S  L  P  R  I  A  S  E  S  C  E  V  D  G  Y  Y  I    385 
GGAAGCCTTTAGGCTCCACCCATCGACACCACTTTCCCTGCCAAGGATTGCATCCGAGAGCTGTGAGGTGGATGGGTATTACAT   1176 
 
  P  K  G  S  T  L  L  V  N  I  W  A  I  G  R  H  P  E  V  W  T  D  P  L  E  F  R  P    413 
ACCTAAGGGATCCACACTCCTTGTTAACATATGGGCCATTGGCCGACACCCAGAAGTGTGGACCGACCCGCTTGAGTTTCGGCC   1260 
 
  T  R  F  L  P  G  G  E  K  P  G  I  V  V  K  V  N  D  F  E  V  L  P  F  G  A  G  R    441 
CACTCGGTTCTTACCTGGGGGTGAAAAGCCCGGGATTGTCGTCAAGGTAAATGATTTTGAAGTCTTGCCATTTGGGGCCGGACG   1344 
 
  R  I  C  A  G  M  S  L  A  L  R  T  V  Q  L  L  M  G  T  L  V  Q  A  F  D  W  E  L    469 
AAGGATCTGTGCTGGTATGAGCCTAGCCTTGAGAACAGTCCAATTGCTCATGGGAACATTGGTCCAAGCCTTTGATTGGGAATT   1428 
 
  A  N  G  I  K  P  E  K  L  N  M  D  E  A  F  G  L  S  V  Q  R  A  E  P  L  V  V  H    497 
AGCTAATGGTATAAAGCCAGAGAAGCTCAACATGGACGAAGCCTTTGGGCTAAGCGTTCAAAGGGCTGAACCGTTGGTGGTGCA   1512 
 
  P  R  P  R  L  P  P  H  V  Y  K  S  G  *                                           510 
CCCAAGGCCGAGGTTACCTCCCCATGTATACAAAAGCGGTTAAAAAGACTTTTGCGTGTATACATATTACGTATAGTAAACAAA   1596 
         <TCCAATGGAGGGGTACATATGTTTTCGCCAATTCTCGAG ESac 
TTCAACGTTCAGCGAACCATTCATCAACTGTTGCTTATTAATTAAACGAAGAAATATAAATAAAAAATAAA                 1667               
 
 
 
cDNA 1667 Nukleotide 
Offener Leserahmen: Start 23 -  Stop 1555  
Codierender Bereich: 1530 Nukleotide = 510 Aminosäurereste 
End-to-end Primer: EXba und ESac 
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Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von    CYPCcpHt2    ≙≙≙≙ putative Flavonoid 3�-Hydroxylase aus 

Callistephus chinensis CYP75B6 (Acc.: AF313488). 
 
 
                        M  T  I  L  P  F  I  F  Y  T  C  I  T  A  L  V  L  Y  V  L        20 
ATTACATCCCCCTCACATGTGCAATGACCATTTTACCCTTTATTTTCTACACATGTATCACTGCCTTAGTGCTCTATGTATTGC      84 
                 E5’GCAATGACCATTTTACCCTTTATTTTCT>  
L  N  L  L  T  R  N  P  N  R  L  P  P  G  P  T  P  W  P  I  V  G  N  L  P  H  L  G        48 
TTAACCTTTTGACCCGTAACCCAAACCGCCTTCCCCCAGGTCCAACCCCATGGCCCATAGTTGGAAACCTACCACACCTTGGCA     168 
 
M  I  P  H  H  S  L  A  A  L  A  Q  K  Y  G  P  L  M  H  L  R  L  G  F  V  D  V  V        76 
TGATACCACACCACTCATTAGCGGCCTTGGCCCAAAAGTATGGTCCGCTGATGCACCTACGCCTCGGGTTTGTTGACGTGGTCG     252 
 
V  A  A  S  A  S  V  A  A  Q  F  L  K  T  H  D  A  N  F  A  S  R  P  P  N  S  G  A       104 
TGGCCGCGTCAGCATCCGTTGCGGCACAATTTCTAAAAACTCATGACGCAAACTTTGCAAGTAGACCACCCAACTCTGGAGCCA     336 
 
K  H  I  A  Y  N  Y  Q  D  L  V  F  A  P  Y  G  P  R  W  R  M  L  R  K  I  C  S  V       132 
AGCATATTGCCTATAACTATCAAGATCTTGTGTTCGCACCTTATGGTCCAAGGTGGCGAATGCTTAGGAAAATTTGTTCGGTTC     420 
 
H  L  F  S  T  K  A  L  D  D  F  R  H  V  R  E  E  E  V  A  I  L  T  R  V  L  V  H       160 
ACTTGTTTTCCACTAAAGCACTAGACGACTTCCGTCATGTTCGAGAGGAAGAGGTAGCGATACTGACGCGAGTGTTAGTCCATG     504 
 
A  G  E  S  A  V  K  L  G  Q  L  L  N  V  C  T  T  N  A  L  A  R  V  M  L  G  R  R       188 
CGGGTGAATCAGCGGTGAAATTAGGACAACTACTGAACGTGTGCACCACAAACGCGTTAGCACGAGTGATGCTAGGCCGGAGAG     588 
 
V  F  A  D  G  S  E  G  R  G  V  D  P  K  A  D  E  F  K  D  M  V  V  E  L  M  E  L       216 
TTTTCGCGGACGGCAGTGAAGGCCGGGGAGTCGACCCAAAGGCAGATGAGTTCAAGGACATGGTGGTGGAACTCATGGAATTAG     672 
  
A  G  E  F  N  I  G  D  F  I  P  P  L  D  C  L  D  L  Q  G  I  T  K  K  M  K  K  L       244 
CCGGTGAATTCAACATAGGTGACTTCATACCACCACTTGACTGCCTTGATTTGCAAGGCATCACCAAAAAGATGAAGAAACTTC     756 
 
H  A  R  F  D  K  F  L  N  I  I  L  D  D  H  K  I  E  K  G  A  A  G  R  R  H  S  D       272 
ATGCTCGATTCGACAAGTTTCTTAACATCATCCTAGACGACCATAAAATCGAAAAAGGCGCGGCCGGCCGCCGTCATAGTGACT     840 
 
L  L  T  T  L  I  S  L  K  D  V  D  A  A  D  D  D  E  E  G  K  L  S  D  I  E  I  K       300 
TGCTGACCACGCTGATTTCACTCAAGGATGTTGATGCTGCTGATGATGATGAAGAAGGGAAACTTTCAGACATTGAAATCAAGG     924 
 
A  L  L  L  N  L  F  A  A  G  T  D  T  S  S  S  T  V  E  W  A  V  A  E  L  I  R  H       328 
CTTTGCTCCTGAACTTATTTGCTGCAGGAACAGACACATCATCTAGTACCGTGGAATGGGCAGTAGCCGAACTTATTCGTCATC    1008 
 
P  E  L  L  K  Q  A  R  E  E  M  D  I  V  V  G  R  D  R  L  V  T  E  L  D  L  S  R       356 
CGGAACTATTGAAACAAGCACGCGAAGAAATGGATATCGTAGTTGGTCGAGACCGGCTTGTAACCGAATTGGACTTAAGCCGGC    1092 
 
L  T  F  L  Q  A  I  V  K  E  T  F  R  L  H  P  S  T  P  L  S  L  P  R  M  A  S  E       384 
TAACATTCCTACAAGCCATTGTGAAGGAGACCTTTAGGCTCCACCCTTCGACGCCACTCTCCCTTCCAAGGATGGCGTCGGAGA    1176 
 
S  C  E  V  D  G  Y  Y  I  P  K  G  S  T  L  L  V  N  V  W  A  I  A  R  D  P  K  M       412 
GTTGCGAGGTGGATGGGTACTACATTCCCAAAGGATCCACACTCCTTGTTAATGTATGGGCCATAGCCCGCGACCCAAAAATGT    1260 
 
W  T  N  P  L  E  F  R  P  S  R  F  L  P  G  G  E  K  P  D  A  D  I  K  G  N  D  F       440 
GGACTAACCCACTTGAGTTCAGGCCCAGTCGGTTCTTACCCGGGGGTGAAAAGCCCGATGCAGATATCAAAGGAAATGATTTTG    1344 
 
E  V  I  P  F  G  A  G  R  R  I  C  A  G  M  S  L  G  M  R  M  V  Q  L  L  I  A  T       468 
AGGTCATACCATTTGGGGCCGGGAGAAGAATATGTGCGGGTATGAGCCTAGGGATGAGAATGGTCCAGTTGCTCATTGCAACAT    1428 
 
L  V  Q  T  F  D  W  E  L  A  N  G  L  D  P  E  K  L  N  M  E  E  A  Y  G  L  T  L       496 
TGGTCCAAACCTTTGATTGGGAATTGGCTAATGGGTTAGACCCGGAGAAGCTCAACATGGAAGAAGCTTACGGGCTAACCCTTC    1512 
 
Q  R  A  E  P  L  M  V  H  P  R  P  R  L  S  P  H  V  Y  E  S  R  *               518 
AAAGGGCTGAACCCTTAATGGTGCACCCAAGGCCCAGGCTATCTCCCCATGTATATGAAAGTCGTTAAGGACTAAAACGGATTT    1596 
                                          <AGGGGTACATATACTTTCAGCAATTCC E3’             
TGGTGTTTTGGTTAGCCAAGTTGGAAATTCGGCATTTGTATTTCAAATGATTATGGAAAGTAATGTCTTTGCTCTTCGAATTGT    1680 
      <AACCAATCGGTTCAACCTTTAAGCCGTAAAC 5’G2   <ACTAATACCTTTCATTACAGAAACGAGAAGC 5’G1 
TGGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1704   
 
 
 
cDNA 1704 Nukleotide 
Offener Leserahmen: Start 24 -  Stop 1580  
Codierender Bereich: 1554 Nukleotide = 518 Aminosäurereste 
5�-RACE-Primer: 5�G1 und G2 
End-to-end Primer: EPst und EBst681 
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Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von    CYPLrpHf2    ≙≙≙≙ putative Flavonoid 3�,5�-Hydroxylase 
aus Lycianthes rantonnetii (=Solanum rantonnetii) CYP75A9 (Acc. : AF313490) 
 
                         
                                                      M  V  L  L  L  I  S  E  L  C   10 
ATTAAAACTACAAATTATAAGCTTCATATATAGTGTATATATCTTTAATAATCATGGTGCTACTACTTATTAGTGAGTTGTGTG 84 
                                       EBAM GGATCCATCATGGTGCTACTACTTATTAGTGAGTTGTGT> 
A  S  A  I  I  F  I  I  V  H  I  I  I  S  K  L  I  A  I  G  G  G  R  R  R  R  L  P   38 
CGTCAGCTATAATATTTATCATAGTACATATTATTATTTCAAAATTAATAGCCACCGGCTGGGGACGGAGGCAGCGGTTACCAC 168 
 
P  G  P  M  G  W  P  V  I  G  A  L  P  L  L  G  T  M  P  H  V  A  L  A  K  M  A  K   66 
CGGGTCCGATGGGGTGGCCGGTGATCGGAGCACTTCCACTTTTAGGTACCATGCCACATGTTGCACTTGCAAAAATGGCCAAAA 252 
 
K  Y  G  P  I  M  Y  L  K  V  G  T  C  G  M  V  V  A  S  T  P  N  A  A  K  A  F  L   94 
AATATGGACCAATTATGTATCTAAAAGTTGGAACTTGTGGTATGGTTGTTGCTTCTACCCCTAATGCTGCTAAAGCTTTCTTGA 336 
 
K  T  L  D  I  N  F  S  N  R  P  P  N  A  G  A  A  H  L  A  Y  D  A  Q  D  M  V  F 122 
AAACACTTGATATCAATTTCTCCAATCGTCCACCTAATGCAGGTGCCACACACTTGGCCTATGATGCTCAAGACATGGTTTTTG 420 
 
A  H  Y  G  P  R  W  K  L  L  R  K  L  S  N  L  H  M  L  G  G  K  A  L  E  D  W  A     150 
CACACTATGGACCACGTTGGAAGTTGCTAAGGAAATTGAGCAACTTACACATGCTAGGTGGTAAAGCCTTAGAAGATTGGGCTA 504 
 
N  V  R  A  N  E  L  G  H  M  L  K  S  M  F  D  A  S  R  V  G  D  R  V  V  V  A  D   178  
ATGTCCGCGCCAATGAGTTAGGCCACATGCTAAAATCGATGTTCGACGCGAGCCGGGTGGGCGGTCGCGTGGTGGTTGCGGATA 588 
 
M  L  T  F  A  M  A  N  M  I  G  Q  V  I  L  S  K  R  V  F  V  E  K  G  A  E  V  N   206 
TGTTGACGTTCGCAATGGCAAACATGATTGGTCAAGTGATATTAAGTAAGAGAGTGTTTGTGGAAAAAGGGGCGGAGGTCAATA 672 
 
E  F  K  D  M  V  V  E  L  M  T  V  A  G  Y  S  N  I  G  D  F  I  P  Q  L  A  W  M   234 
AATTTAAGGACATGGTCGTGGAATTAATGACAGTAGCGGGGTATTTTAATATTGGAGATTTTATTCCTCAATTAGCTTGGATGG 756 
 
D  L  Q  G  I  E  K  G  M  K  C  L  H  K  K  F  D  D  L  L  T  K  M  F  D  E  H  K   262 
ATTTACAAGGGATTGAAAAAGGGATGAAATGTTTGCACAAAAAATTTGATGATTTATTGACAAAAATGTTTGATGAACATAAAG 840 
 
A  T  R  N  E  R  K  G  K  P  D  F  L  D  V  V  M  A  N  R  D  N  S  E  G  E  R  L   290 
CAACTACCAATGAAAGAAAGGGGAAACCTGATTTTCTTGATGTTGTTATGGCAAATAGAGATAATTCTGAAGGAGAAAGGCTCA 924 
 
S  T  N  N  I  K  A  L  L  L  N  L  F  T  A  G  T  D  T  S  S  S  A  I  E  W  A  L   318 
GTACAAACAATATCAAAGCACTTTTGTTGAATTTGTTCACAGCTGGTACAGACACTTCATCAAGTGCAATAGAATGGGCACTTG 1008 
 
A  E  M  M  K  N  P  Q  I  L  K  K  V  Q  Q  E  M  D  Q  I  I  G  K  N  R  R  L  I   346 
CAGAAATGATGAAAAATCCACAAATTCTCAAGAAAGTACAACAAGAAATGGATCAAATCATTGGAAAAAATAGACGTTTAATTG 1092 
 
E  S  D  I  P  N  L  P  Y  L  R  A  V  C  K  E  T  F  R  K  H  P  S  T  P  L  N  L   374 
AATCTGATATTCCGAATCTCCCTTATTTACGCGCAGTTTGCAAAGAAACATTTCGAAAACACCCTTCCACACCTCTAAATCTCC 1176 
 
P  R  I  S  N  E  P  C  M  V  D  G  Y  Y  I  P  K  N  T  R  L  S  V  N  I  W  A  I   402 
CTAGGATATCGAACGAGCCATGCATGGTCGATGGTTATTACATACCGAAAAACATTAGGCTCAGTGTCAACATATGGGCAATTG  1260 
 
G  R  D  P  E  V  W  E  N  P  L  E  F  N  P  E  R  F  L  S  G  K  N  V  K  I  D  P   430 
GACGAGACCCTGATGTGTGGGAGAATCCACTTGAGTTCAATCCTGAGAGGTTCTTGAGTGGAAAAAATGTGAAGATTGACCCTC 1344 
 
R  G  N  D  F  E  L  I  P  F  G  A  G  R  R  I  C  A  G  T  R  M  G  I  V  M  V  E   458 
GAGGGAATGATTTTGAGTTGATTCCATTTGGTGCAGGACGAAGGATTTGTGCAGGGACAAGGATGGGAATAGTGATGGTGGAAT 1428 
 
Y  I  L  G  T  L  V  H  S  F  D  W  K  F  S  N  D  V  K  E  I  N  M  E  E  S  F  G     486 
ATATATTGGGAACTTTGGTTCATTCATTTGATTGGAAATTTTCAAATGATGTTAAGGAGATTAATATGGAGGAATCTTTTGGTT 1512 
                                                                   <CTCCTTAGAAAACCAA                       
L  A  L  Q  K  A  V  P  L  E  A  M  V  T  P  R  L  P  F  D  V  Y  Y  T  N  * 511 
TAGCTTTGCAAAAGGCTGTCCCTCTTGAAGCTATGGTTACCCCAAGGCTGCCTTTCGATGTTTATTATACAAATTGAAATCTTA 1596 
ATCG 5’G2                                 <TTCCGACGGAAAGCTACAAATAATATGTTTAACTCTCGAG ESac                   
                                                         <ACAAATAATATGTTTA 5’G1 
 

TTTGGTTTCAATTATTTGAATAATAATCGTTGTTAGTCTAAGAAGCCTTCCTAGTTACGTATAGTGTAACCTATCTGCTGAAAA   1680  

 
CTATAACTTAAGTAATTCAAGTGTTAGCTATATCTAAACACAAAAAAAAAAAAAA 1735 
 
 
cDNA 1735 Nukleotide 
Offener Leserahmen: Start 54-1589 Stop 
Codierender Bereich: 1533 Nukleotide = 511Aminosäurereste 
5�-RACE-Primer: 5�G1, 2 und 3 
End-to-end Primer: EBam und ESac 
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Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von CYPPzpHt2 ≙ ≙ ≙ ≙ Flavonoid 3�-Hydroxylase aus 
Pelargonium zonale x Hybriden CYP75B8 (Acc.: AF315465) 
 
 
 
                                  M  Y  N  M  S  L  Y  L  L  L  G  S  S  A  L  A  F   17 
AAGTAGTTGCGATCAATAGATCGATCGATCGAGATGTACAATATGAGTTTGTATCTCCTGCTGGGCTCCTCGGCTCTTGCCTTT    84        
                      EPst CTGCAGATGTACAATATGAGTTTGTATCTCCTGCTG> 
 A  A  Y  L  V  L  F  S  F  S  K  S  R  R  R  L  P  P  G  P  K  A  W  P  I  V  G  N  45 
GCGGCCTACTTGGTCCTGTTCTCATTCTCAAAGTCAAGGAGGAGACTCCCGCCGGGCCCCAAGGCATGGCCCATCGTGGGGAAC 168 
 
 L  P  H  M  G  S  M  P  H  Q  N  L  A  A  M  A  R  T  Y  G  P  L  V  Y  L  R  L  G  73 
CTGCCGCACATGGGATCCATGCCGCACCAGAACCTGGCCGCCATGGCCCGCACCTACGGCCCGCTCGTCTACCTCCGCCTCGGC 252 
 
 F  V  D  V  V  V  A  L  S  A  S  M  A  S  Q  F  L  K  T  H  D  S  N  F  S  S  R  P  101 
TTCGTCGACGTCGTTGTGGCGCTCTCGGCTTCCATGGCATCGCAGTTCTTGAAGACCCACGACTCCAACTTCTCCAGCCGGCCC 336 
 
 P  N  A  G  A  K  H  I  A  Y  N  Y  H  D  L  V  F  A  P  Y  G  P  R  W  R  L  F  R  129 
CCCAACGCCGGAGCTAAGCATATTGCTTACAACTATCACGACCTCGTCTTCGCCCCTTATGGCCCGCGCTGGCGCTTGTTCAGG 420 
 
 K  I  T  S  I  H  L  F  S  G  K  A  L  D  D  Y  R  H  V  R  Q  E  E  V  G  V  L  A    157 
AAGATCACCTCCATCCATCTCTTCTCCGGCAAGGCCCTCGATGATTACAGACATGTCCGCCAGGAAGAGGTGGGGGTATTGGCG 504 
 
 S  N  L  A  R  A  V  S  T  I  V  N  L  G  Q  L  L  N  I  C  A  T  N  A  L  G  R  A    185 
AGCAATTTAGCGCGTGCGGTGTCGACAATAGTGAATTTGGGGCAATTGTTGAACATATGTGCTACCAATGCATTGGGGCGCGCG 588 
 
 V  I  G  K  K  V  F  K  D  G  T  D  D  V  D  P  K  A  D  E  F  K  S  M  V  V  E  L  213 
GTGATAGGTAAGAAGGTGTTCAAGGACGGTACCGATGATGTTGACCCCAAGGCTGATGAGTTCAAATCAATGGTTGTGGAGTTG 672 
 
 M  V  L  A  G  V  F  N  I  G  D  F  I  P  P  L  D  C  L  D  L  Q  G  V  A  S  K  M  241 
ATGGTGTTGGCTGGTGTGTTTAACATCGGTGACTTTATCCCTCCTCTCGACTGCCTTGACTTGCAAGGCGTCGCATCTAAAATG 756 
 
 K  N  L  H  K  R  F  D  A  F  L  S  A  I  L  Q  E  H  N  I  N  S  A  A  S  A  T  P  269 
AAGAACCTCCACAAGCGCTTCGACGCCTTCTTAAGCGCCATTCTCCAAGAGCACAACATTAATTCTGCTGCCAGTGCCACGCCT 840 
 
 S  M  L  T  T  L  I  S  L  K  D  S  V  E  D  S  E  G  G  K  L  T  D  T  E  I  K  A  297 
AGTATGTTGACCACGCTCATTTCGTTGAAGGACAGTGTTGAAGACAGTGAGGGAGGCAAGCTCACGGACACTGAGATAAAAGCT 924 
 
 L  L  L  N  M  F  T  A  G  T  D  T  T  S  S  T  V  E  W  A  I  A  E  L  I  R  Q  P  325 
TTGCTCTTGAACATGTTCACGGCAGGCACAGACACCACATCCAGCACTGTCGAATGGGCCATCGCAGAGCTAATCCGACAACCT 1008 
 
 E  I  L  I  R  A  Q  K  E  I  D  S  V  V  G  R  D  R  L  V  T  E  L  D  L  S  K  L 353 
GAAATCCTAATCCGTGCCCAAAAAGAGATTGATTCAGTTGTGGGCAGAGATAGGCTCGTAACAGAGTTAGATTTAAGCAAACTT 1092 
 
 P  Y  L  Q  A  I  V  K  E  T  F  R  L  H  S  S  T  P  L  S  L  P  R  I  A  T  Q  S  381 
CCCTACCTTCAAGCTATAGTCAAGGAGACCTTCCGCCTCCACTCTTCTACACCTCTCTCCCTTCCACGGATTGCAACTCAAAGT 1176 
 
 C  E  I  N  G  Y  H  I  P  K  G  A  T  L  L  V  N  V  W  A  I  A  R  D  P  D  V  W     409 
TGCGAAATCAACGGCTACCACATCCCCAAGGGCGCTACCCTTTTGGTTAACGTATGGGCCATTGCTCGGGATCCCGACGTTTGG 1260 
 
 A  D  P  L  S  F  R  P  E  R  F  L  P  G  S  E  K  E  N  V  D  V  K  G  N  D  F  E  437 
GCTGATCCCCTCTCCTTTCGCCCTGAGAGGTTTCTTCCCGGGTCTGAAAAAGAGAATGTTGATGTTAAGGGTAATGACTTTGAG 1344 
 
 L  I  P  F  G  A  G  R  R  I  C  A  G  M  S  L  G  L  R  M  V  Q  L  L  T  A  T  L    465 
CTCATACCATTTGGTGCCGGACGGAGGATATGCGCCGGGATGAGCCTAGGGCTACGCATGGTTCAATTGCTCACTGCGACTCTT 1428 
                                                   <ATGCGTACCAAGTTAACGAGTGACGCTGA<AA  
                                                                             5’G3 
 L  H  A  F  N  W  D  L  P  Q  G  Q  I  P  Q  E  L  N  M  D  E  A  Y  G  L  T  L  Q     493 
CTTCACGCCTTTAATTGGGATCTTCCGCAAGGTCAAATACCCCAGGAGCTAAATATGGACGAGGCTTATGGACTCACACTTCAA 1512 
GAAGTGCGGAAATTAACCCTAGAAGGCGTTCCAGTTT 5’G2                      <AATACCTGAGTGTGAAGTT  
 R  A  S  P  L  H  V  R  P  R  P  R  L  P  S  H  L  Y  *   511  
AGAGCTTCACCTTTACATGTGCGCCCACGTCCAAGGCTACCCTCTCATTTGTATTGATCTATAACTTGAATTTCATGTCATGTT 1596  
TCTCGAAGTGGAAATGTACA   <GGTGCAGGTTCCGATGGGAGAGTAAACATATCGCGA EBST681 
                5’G1 
TTGTAATGGCTGGATTAATAAAATTCATCACTTGTAACTACAAAACTAGATAGCTAGTTGCGTGTGTTATGATGATGATATTTT 1680 
 
GCTGTACTGTAAAAAAAAAAAAAA     
 1704 
 
cDNA 1704 Nukleotide 
Offener Leserahmen: Start 34 - Stop 1569  
Codierender Bereich: 1533 Nukleotide = 511 Aminosäurereste 
5�-RACE-Primer: 5�G1, 2 und 3 
End-to-end Primer: EPst und EBst681 
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Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von CYPL4pHT    ≙ ≙ ≙ ≙ Flavonoid 3�-Hydroxylase aus Matthiola 
incana CYP75B7 (Acc.: AF313491). 
 
 
 
                    M  T  T  L  I  L  T  I  L  L  A  T  F  L  S  L  F  I  F  F  L  L      22      
AGAAAAAACACAAAACACTATGACTACTCTCATCCTCACAATCCTACTCGCCACTTTCCTCTCCCTCTTCATCTTCTTCTTGCT     84 
        EXba TCTAGAATGACTACTCTCATCCTCACAATCCTACTC> 
  R  R  N  R  N  R  N  H  R  L  P  P  G  P  N  P  W  P  I  V  G  N  L  P  H  M  G  P     50 
CCGCCGCAACCGCAACCGCAACCACCGTCTCCCACCAGGCCCAAACCCATGGCCTATAGTCGGAAACCTCCCTCACATGGGACC    168 
 
  K  P  H  Q  T  L  A  A  M  V  T  T  Y  G  P  I  L  H  L  R  L  G  F  V  N  V  V  V     78 
TAAACCTCACCAAACCCTAGCCGCTATGGTAACCACCTACGGCCCAATCCTCCACCTCCGTCTAGGGTTCGTCAACGTTGTCGT    252 
 
  A  A  S  K  S  V  A  E  Q  F  L  K  I  H  D  A  N  F  A  S  R  P  P  N  S  G  A  K    106 
CGCCGCCTCTAAATCCGTGGCAGAGCAGTTCTTGAAAATCCATGACGCCAATTTCGCAAGCCGACCACCAAACTCCGGAGCCAA    336 
 
  H  I  A  Y  N  Y  Q  D  L  V  F  A  P  Y  G  Q  R  W  R  M  L  R  K  I  S  S  V  H    134 
ACACATAGCTTATAACTACCAAGATCTTGTCTTTGCGCCTTACGGACAAAGATGGAGAATGTTGAGGAAGATTAGTTCTGTTCA    420 
 
  L  F  S  A  K  A  L  E  D  F  K  H  V  R  Q  E  E  I  G  R  L  T  R  E  V  A  R  A    162 
TTTATTTTCAGCTAAGGCCCTAGAAGATTTCAAACATGTTCGACAGGAAGAGATTGGAAGGCTTACGCGCGAGGTAGCGCGTGC    504 
 
  D  T  K  P  V  N  L  G  Q  L  V  N  M  C  V  V  N  A  L  G  R  E  M  I  G  R  R  L    190 
AGACACAAAACCCGTGAACTTAGGCCAATTGGTGAACATGTGTGTAGTTAACGCGCTTGGCAGAGAGATGATCGGACGTCGACT    588 
 
  F  G  D  G  A  D  H  K  A  E  E  F  R  S  M  V  T  E  M  M  A  L  A  G  V  F  N  V    218 
ATTCGGCGACGGAGCCGATCACAAAGCGGAAGAATTCCGATCAATGGTTACCGAAATGATGGCTCTCGCCGGAGTATTCAACGT    672 
                               Eco RI  
  G  D  F  V  P  A  L  D  W  L  D  L  Q  G  V  A  G  K  M  K  R  L  H  K  R  F  D  A    246 
CGGCGATTTCGTGCCGGCGCTTGATTGGTTAGATCTACAAGGCGTCGCCGGTAAAATGAAACGGCTTCACAAGAGATTCGACGC    756 
 
  F  L  S  S  I  L  K  E  H  E  I  N  N  G  G  D  Q  K  H  T  D  M  L  T  T  L  I S     274 
TTTTCTATCGTCGATTTTGAAAGAGCACGAGATTAATAACGGTGGAGATCAAAAGCATACAGATATGCTTACTACTTTAATCTC    840 
   
  L  K  G  T  D  F  D  G  D  G  A  S  I  T  D  T  E  I  K  A  L  L  L  N  M  F  T  A    302 
ACTTAAAGGAACTGATTTTGACGGTGACGGAGCAAGTATCACGGACACTGAGATCAAAGCCTTGCTATTGAACATGTTCACAGC    924 
   
  G  T  D  T  S  A  S  T  V  D  W  A  I  A  E  L  I  R  H  P  H  I  M  K  R  T  Q  E    330 
TGGAACTGACACGTCAGCAAGTACGGTAGACTGGGCAATAGCTGAACTCATCCGTCATCCGCATATAATGAAGCGAACCCAAGA   1008 
 
  E  L  D  A  V  V  G  R  N  R  P  I  N  E  S  D  L  S  R  L  P  Y  L  Q  A  V  I  K    358 
AGAACTTGATGCCGTTGTGGGCCGTAATAGGCCCATTAACGAGTCAGACCTTTCTCGGCTTCCTTACCTTCAGGCGGTTATCAA   1092 
 
  E  N  F  R  L  H  P  P  T  P  L  S  L  P  H  I  A  A  E  S  C  E  I  N  G  Y  H  I    386 
AGAGAATTTCAGGCTACATCCACCAACACCACTCTCGTTACCACACATCGCAGCAGAGAGCTGTGAGATCAACGGCTATCATAT   1176 
 
  P  K  G  S  T  L  L  T  N  I  W  A  I  A  R  D  P  E  Q  W  S  D  P  L  A  F  R  P    414 
CCCGAAAGGATCGACATTGTTAACGAACATATGGGCCATAGCACGTGACCCGGAACAATGGTCCGACCCGTTAGCGTTTCGACC   1260 
 
  E  R  F  L  P  G  G  E  K  F  G  V  D  V  K  G  S  D  F  E  L  I  P  F  G  A  G  R    442  
CGAGAGATTCTTACCCGGTGGAGAAAAATTCGGAGTCGATGTGAAAGGAAGCGATTTCGAACTAATACCGTTCGGAGCGGGGAG   1344 
 
  R  I  C  A  G  L  S  L  G  L  R  T  I  Q  L  L  T  A  T  L  V  H  G  F  E  W  E  L    470 
GAGAATCTGTGCAGGGCTGAGTTTAGGGTTACGGACGATTCAGTTGCTGACAGCGACGCTGGTTCATGGATTTGAATGGGAATT   1428 
 
  A  G  G  V  T  P  E  K  L  N  M  E  E  T  Y  G  I  T  V  Q  R  A  V  P  L  I  V  H    498 
GGCCGGAGGAGTTACGCCGGAGAAGCTGAATATGGAGGAGACATATGGGATTACTGTGCAAAGAGCGGTTCCTTTGATTGTGCA   1512 
                     <TTCGACTTATACCTCCTCTGTATAC 5’G3                   <AAACTAACACGT  
  P  K  P  R  L  A  L  N  V  Y  G  V  G  S  G  *                                        513 
TCCTAAGCCTAGGTTGGCTCTGAATGTTTATGGAGTTGGATCGGGTTAAATGGGAGTTTTTGGTTGCCTGAGAAGGTTGATCTT   1596 
AGGATTCG 5’G2    <AGACTTACAAATACCT 5’G1                
                      <TACAAATACCTCAACCTAGCCCAATTTACCCTCGAG ESac 
GCACCGTGGAAATTAAAAAGCTTATTACTGGAATTCCTTAAAAAAATAAGTCTAAAATCAAGTAATTATTGAAATATGGTGAAT   1680 
                              Eco RI 
TTTGTTGCAAGTTTGTACCCTATTATGTTATGTTGTTTTTTTGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA             1748 
 

 
 
cDNA 1748 Nukleotide 
Offener Leserahmen: Start 19 - Stop 1561  
Codierender Bereich: 1539 Nukleotide = 513 Aminosäurereste 
5�-RACE-Primer: 5�G1, 2 und 3 
End-to-end Primer: EXba und ESac 
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G.4 Proteinalignments 

 

G.4.1 F3�H-Proteinalignment 
                                                                                                                                                          
                                                                                                                              I 
F3’,5’H Callistephus chinensis      MSILSLLVYFCIS-LLVIIALVNMFITRHTNRLPPGPAPWPVVGNLPHLG  49 
F3'H Callistephus chinensis         MTILPFIFYTCIT-ALVLYVLLN-LLTRNPNRLPPGPTPWPIVGNLPHLG  48 
F3'H Petunia hybrida  Ht1           MEILSLILYTVIFSFLLQFILRSFFRKRYPLPLPPGPKPWPIIGNLVHLG  50 
F3'H Pelargonium zonale             MYNMSLYLLLGSSALAFAAYLVLFSFSKSRRRLPPGPKAWPIVGNLPHMG  50 
F3'H Arabidopsis thaliana           MATLFLTILLATVLFLILRIFSHRRNRSHNNRLPPGPNPWPIIGNLPHMG  50 
F3'H Matthiola incana               MTTLILTILLATFLSLFI-FFLLRRNRNRNHRLPPGPNPWPIVGNLPHMG  49 
                                    *  : : .        .   :           ***** .**::*** *:* 
 
F3’,5’H Callistephus chinensis      AIPHHTLAALATKYGPLVYLRLGFVHVVVASSPSVAAQFLKVHDLKFASR  99 
F3'H Callistephus chinensis         MIPHHSLAALAQKYGPLMHLRLGFVDVVVAASASVAAQFLKTHDANFASR  98 
F3'H Petunia hybrida Ht1            PKPHQSTAAMAQTYGPLMYLKMGFVDVVVAASASVAAQFLKTHDANFSSR  100 
F3'H Pelargonium zonale             SMPHQNLAAMARTYGPLVYLRLGFVDVVVALSASMASQFLKTHDSNFSSR  100 
F3'H Arabidopsis thaliana           TKPHRTLSAMVTTYGPILHLRLGFVDVVVAASKSVAEQFLKIHDANFASR  100 
F3'H Matthiola incana               PKPHQTLAAMVTTYGPILHLRLGFVNVVVAASKSVAEQFLKIHDANFASR  99 
                                      **:. :*:. .***:::*::***.**** * *:* **** ** :*:** 

                                 II 
F3’,5’H Callistephus chinensis      PPNSGAKHIAYNYQDMVFAPYGPQWTMFRKICKDHLFSSKALDDFRHVRQ  149 
F3'H Callistephus chinensis         PPNSGAKHIAYNYQDLVFAPYGPRWRMLRKICSVHLFSTKALDDFRHVRE  148 
F3'H Petunia hybrida Ht1            PPNSGAEHMAYNYQDLVFAPYGPRWRMLRKICSVHLFSTKALDDFRHVRQ  150 
F3'H Pelargonium zonale             PPNAGAKHIAYNYHDLVFAPYGPRWRLFRKITSIHLFSGKALDDYRHVRQ  150 
F3'H Arabidopsis thaliana           PPNSGAKHMAYNYQDLVFAPYGHRWRLLRKISSVHLFSAKALEDFKHVRQ  150 
F3'H Matthiola incana               PPNSGAKHIAYNYQDLVFAPYGQRWRMLRKISSVHLFSAKALEDFKHVRQ  149 
                                    ***:**:*:****:*:****** :* ::*** . **** ***:*::***: 
 
F3’,5’H Callistephus chinensis      EEVAILARGLAGAGRSKVNLGQQLNMCTANTLARMMLDKRVFGN--ESGG  197 
F3'H Callistephus chinensis         EEVAILTRVLVHAGESAVKLGQLLNVCTTNALARVMLGRRVFADGSEGRG  198 
F3'H Petunia hybrida Ht1            DEVKTLTRALASAGQKPVKLGQLLNVCTTNALARVMLGKRVFAD--GSGD  198 
F3'H Pelargonium zonale             EEVGVLASNLARAVSTIVNLGQLLNICATNALGRAVIGKKVFKD--GTDD  198 
F3'H Arabidopsis thaliana           EEVGTLTRELVRVGTKPVNLGQLVNMCVVNALGREMIGRRLFGA-----D  195 
F3'H Matthiola incana               EEIGRLTREVARADTKPVNLGQLVNMCVVNALGREMIGRRLFGD-----G  194 
                                    :*:  *:  :. .  . *:*** :*:*..*:*.* ::.:::*       . 
 
F3’,5’H Callistephus chinensis      DDPKANEFKEMATELMFLAGQFNIGDYIPVLDWLDLQGIVKKMKKLHTRF  247 
F3'H Callistephus chinensis         VDPKADEFKDMVVELMELAGEFNIGDFIPPLDCLDLQGITKKMKKLHARF  248 
F3'H Petunia hybrida Ht1            VDPQAAEFKSMVVEMMVVAGVFNIGDFIPQLNWLDIQGVAAKMKKLHARF  248 
F3'H Pelargonium zonale             VDPKADEFKSMVVELMVLAGVFNIGDFIPPLDCLDLQGVASKMKNLHKRF  248 
F3'H Arabidopsis thaliana           ADHKADEFRSMVTEMMALAGVFNIGDFVPSLDWLDLQGVAGKMKRLHKRF  245 
F3'H Matthiola incana               ADHKAEEFRSMVTEMMALAGVFNVGDFVPALDWLDLQGVAGKMKRLHKRF  244 
                                     * :* **:.*..*:* :** **:**::* *: **:**:. ***.** ** 
 
F3’,5’H Callistephus chinensis      DKFLDVILDEHKVIASG----HIDMLSTLISLKDDTSVDG---RKPSDIE  290 
F3'H Callistephus chinensis         DKFLNIILDDHKIEKGAAGRRHSDLLTTLISLKDVDAADDDEEGKLSDIE  298 
F3'H Petunia hybrida Ht1            DAFLTDILEEHKGKIFG---EMKDLLSTLISLKNDDADNDG--GKLTDTE  293 
F3'H Pelargonium zonale             DAFLSAILQEHNINSAAS--ATPSMLTTLISLKDSVEDSEG--GKLTDTE  294 
F3'H Arabidopsis thaliana           DAFLSSILKEHEMN-GQDQ-KHTDMLSTLISLKGTDLDGDG--GSLTDTE  291 
F3'H Matthiola incana               DAFLSSILKEHEINNGGDQ-KHTDMLTTLISLKGTDFDGDG--ASITDTE  291 
                                    * **  **.:*:           .:*:******.    .     . :* * 
                              III     A 
F3’,5’H Callistephus chinensis      IKALLLELFVAGTDTSSNTVEWAIAELIRQPHLLKRAQEEMDSVVGQNRL  340 
F3'H Callistephus chinensis         IKALLLNLFAAGTDTSSSTVEWAVAELIRHPELLKQAREEMDIVVGRDRL  348 
F3'H Petunia hybrida Ht1            IKALLLNLFVAGTDTSSSTVEWAIAELIRNPKILAQAQQEIDKVVGRDRL  343 
F3'H Pelargonium zonale             IKALLLNMFTAGTDTTSSTVEWAIAELIRQPEILIRAQKEIDSVVGRDRL  344 
F3'H Arabidopsis thaliana           IKALLLNMFTAGTDTSASTVDWAIAELIRHPDIMVKAQEELDIVVGRDRP  341 
F3'H Matthiola incana               IKALLLNMFTAGTDTSASTVDWAIAELIRHPHIMKRTQEELDAVVGRNRP  341 
                                    ******::*.*****::.**:**:*****:*.:: ::::*:* ***::*  

                                           B 
F3’,5’H Callistephus chinensis      VTEMDLSQLTFLQAIVKEAFRLHPSTPLSLPRIASESCEVDGYYIPKGST  390 
F3'H Callistephus chinensis         VTELDLSRLTFLQAIVKETFRLHPSTPLSLPRMASESCEVDGYYIPKGST  398 
F3'H Petunia hybrida Ht1            VGELDLAQLTYLEAIVKETFRLHPSTPLSLPRIASESCEINGYFIPKGST  393 
F3'H Pelargonium zonale             VTELDLSKLPYLQAIVKETFRLHSSTPLSLPRIATQSCEINGYHIPKGAT  394 
F3'H Arabidopsis thaliana           VNESDIAQLPYLQAVIKENFRLHPPTPLSLPHIASESCEINGYHIPKGST  391 
F3'H Matthiola incana               INESDLSRLPYLQAVIKENFRLHPPTPLSLPHIAAESCEINGYHIPKGST  391 
                                    : * *:::*.:*:*::** ****..******::*::***::**.****:* 
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                                                           C                   D 
F3’,5’H Callistephus chinensis      LLVNIWAIGRHPEVWTDPLEFRPTRFLPGGEKPGIVVKVNDFEVLPFGAG  440 
F3'H Callistephus chinensis         LLVNVWAIARDPKMWTNPLEFRPSRFLPGGEKPDADIKGNDFEVIPFGAG  448 
F3'H Petunia hybrida Ht1            LLLNVWAIARDPNAWADPLEFRPERFLPGGEKPKVDVRGNDFEVIPFGAG  443 
F3'H Pelargonium zonale             LLVNVWAIARDPDVWADPLSFRPERFLPGSEKENVDVKGNDFELIPFGAG  444 
F3'H Arabidopsis thaliana           LLTNIWAIARDPDQWSDPLAFKPERFLPGGEKSGVDVKGSDFELIPFGAG  441 
F3'H Matthiola incana               LLTNIWAIARDPEQWSDPLAFRPERFLPGGEKFGVDVKGSDFELIPFGAG  441 
                                    ** *:***.*.*. *::** *:* *****.**    :: .***::***** 
 
F3’,5’H Callistephus chinensis      RRICAGMSLALRTVQLLMGTLVQAFDWELANGIKPEKLNMDEAFGLSVQR  490 
F3'H Callistephus chinensis         RRICAGMSLGMRMVQLLIATLVQTFDWELANGLDPEKLNMEEAYGLTLQR  498 
F3'H Petunia hybrida Ht1            RRICAGMNLGIRMVQLMIATLIHAFNWDLVSGQLPEMLNMEEAYGLTLQR  493 
F3'H Pelargonium zonale             RRICAGMSLGLRMVQLLTATLLHAFNWDLPQGQIPQELNMDEAYGLTLQR  494 
F3'H Arabidopsis thaliana           RRICAGLSLGLRTIQFLTATLVQGFDWELAGGVTPEKLNMEESYGLTLQR  491 
F3'H Matthiola incana               RRICAGLSLGLRTIQLLTATLVHGFEWELAGGVTPEKLNMEETYGITVQR  491 
                                    ******:.*.:* :*:: .**:: *:*:*  *  *: ***:*::*:::** 
 
F3’,5’H Callistephus chinensis      AEPLVVHPRPRLPPHVYKSG-- 510 
F3'H Callistephus chinensis         AEPLMVHPRPRLSPHVYESR-- 518 
F3'H Petunia hybrida Ht1            ADPLVVHPRPRLEAQAYIG--- 512 
F3'H Pelargonium zonale             ASPLHVRPRPRLPSHLY----- 511 
F3'H Arabidopsis thaliana           AVPLVVHPKPRLAPNVYGLGSG 513 
F3'H Matthiola incana               AVPLIVHPKPRLALNVYGVGSG 513 
                                    * ** *:*:***  : *      

 

* = identische AS. : = konservierte AS. . = halbkonservierte AS. I = prolinreiche Rgion. II = 22 AS 
umfassende Region, die möglicherweise mit  der 5�-Hydroxylierung im Zuammenhang steht. III = putative 
Substratbindungsregion der F3�- und der F3�,5�H. A-D = hoch konservierte Protein-Domänen pflanzlicher 
CYP-Enzyme der A-Gruppe (weitere Erläuterung unter D.5).                 
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G.4.2 F3�,5�H-Proteinalignment  
 
                                                                                                                                    I                                     
F3’,5’H Eustoma russellianum        -MAVGNGVLLHIAASLMLFFHVQKLVQYLWMNSRRH---RLPPGPIGWPV  46 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        -MAVGNGVLLHIARSLMLFFHVQKLVQYLWMNSRRH---RLPPGPIGWPV  46 
F3’,5’H Gentiana triflora           MSPIYTTLTLHLATALFLFFHVQKLVHYLHGKATGHRCRRLPPGPTGWPI  50 
F3’,5’H Catharanthus roseus         -MALEKLVLFDFLAAISILILVQKFIQIVFLRSSSR--IRLPPGPKGWPI  47 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         -----MMLLTELGAATSIFLIAHIIISTLISKTTGRH---LPPGPRGWPV  42 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         -----MVLLSELAAATLIFLTTHIFISTLLSITNGRR---LPPGPRGWPV  42 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      ---MVLLLISELCASAIIFIIVHIIISKLIATGWGRRQ-RLPPGPMGWPV  46 
F3’,5’H Solanum melongena           ----MVILPSELIGATIIYIIVYIIIQKLIATGSWRRR-RLPPGPEGWPV  45 
F3’,5’H Campanula medium            MSIDISTLFYELVAAISLYLATYSFIRFLFKPSHHHH---LPPGPTGWPI  47 
                                           :  .:  :  : : .  ::  :      :    ***** ***: 
 
F3’,5’H Eustoma russellianum        LGALRLLGTMPHVALANMAKKYGPVMYLKVGSCGLAVASTPEAAKAFLKT  96 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        LGALPLLGTMPHVALANMAKKYGPVMYLKVGSCGLAVASTPEAAKAFLKT  96 
F3’,5’H Gentiana triflora           LGALPLLGNMPHVTFANMAKKYGSVMYLKVGSHGLAIASTPDAAKAFLKT  100 
F3’,5’H Catharanthus roseus         IGALPYLGTMPHSILANMAKKYGPIMYLKLGTNGMVVASTPDAVKAFLRT  97 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         IGALPLLGAMPHVSLAKMAKKYGAIMYLKVGTCGMAVASTPDAAKAFLKT  92 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         IGALPLLGAMPHVSLAKMAKKYGAIMYLKVGTCGMVVASTPDAAKAFLKT  92 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      IGALPLLGTMPHVALAKMAKKYGPIMYLKVGTCGMVVASTPNAAKAFLKT  96 
F3’,5’H Solanum melongena           IGALPLLGGMPHVALAKMAKKYGPIMYLKVGTCGMVVASTPNAAKAFLKT  95 
F3’,5’H Campanula medium            IGALPLLGTMPHVSLADMAVKYGPIMYLKLGSKGTVVASNPKAARAFLKT  97 
                                    :***  ** ***  :*.** ***.:****:*: * .:**.*.*.:***:* 

                                                 II 
F3’,5’H Eustoma russellianum        LDMNFSNRPPNAGATHLAYNAQDMVFADYGPRWKLLRKLSNIHILGGKAL  146 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        LDMNFSNRPPNAGATHLAYNAQDMVFADYGPRWKLLRKLSNIHILGGKAL  146 
F3’,5’H Gentiana triflora           LDLNFSNRPPNAGATHLAYNAQDMVFAHYGPKWKLLRKLSNLHMLGGKAL  150 
F3’,5’H Catharanthus roseus         LDMNFSNRPIDAGATHLAYNAQDMVFAHYGPKWKLLRKLSNLHMLGGKAL  147 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         LDINFSNRPPNAGATHLAYNAQDMVFAHYGPRWKLLRKLSNLHMLGGKAL  142 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         LDLNFSNRPPNAGATHLAYGAQDMVFAHYGPRWKLLRKLSNLHMLGGKAL  142 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      LDINFSNRPPNAGATHLAYDAQDMVFAHYGPRWKLLRKLSNLHMLGGKAL  146 
F3’,5’H Solanum melongena           LDINFSNRPPNAGATHMAYNAQDMVFAPYGPRWKLLRKLSNLHMLGGKAL  145 
F3’,5’H Campanula medium            HDANFSNRPIDGGPTYLAYNAQDMVFAEYGPKWKLLRKLCSLHMLGPKAL  147 
                                     * ****** :.*.*::**.******* ***:*******..:*:** *** 
 
F3’,5’H Eustoma russellianum        QGWEEVRKKELGYMLYAMAESGRHGQ--PVVVSEMLTYAMANMLGQVMLS  194 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        QGWEEVRKKELGYMLYAMAESGRHGQ--PVVVSEMLTYAMANMLGQVMLS  194 
F3’,5’H Gentiana triflora           ENWADVRKTELGYMLKAMFESSQNNE--PVMISEMLTYAMANMLSQVILS  198 
F3’,5’H Catharanthus roseus         ENWSNVRATELGYMLQAMYESSRKGE--TVVVPEMLTYAMANMIGQVILS  195 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         ENWANVRANELGHMLKSMSDMSREGQ--RVVVAEMLTFAMANMIGQVMLS  190 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         ENWANVRANELGHMLKSMFDMSREGE--RVVVAEMLTFAMANMIGQVILS  190 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      EDWANVRANELGHMLKSMFDASRVGG--RVVVADMLTFAMANMIGQVILS  194 
F3’,5’H Solanum melongena           ENWANVRANELGHMLKSMFDASHVGE--RIVVADMLTFAMANMIGQVMLS  193 
F3’,5’H Campanula medium            EDWAHVKVSEVGHMLKEMYEQSSKSVPVPVVVPEMLTYAMANMIGRIILS  197 
                                    :.* .*: .*:*:**  * : .  .    :::.:***:*****:.:::** 
 
F3’,5’H Eustoma russellianum        KRVFGSQ---------GSESNEFKDMVVELMTVAGYFNIGDFIPSIAWMD  235 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        KRVFGSQ---------GSESNEFKDMVVELMTVAGYFNIGDFIPSIAWMD  235 
F3’,5’H Gentiana triflora           RRVFNKK---------GAKSNEFKDMVVELMTSAGYFNIGDFIPSIGWMD  239 
F3’,5’H Catharanthus roseus         RRVFVTK---------SLESNEFKDMVVELMTTAGYFNIGDFIPSIAWMD  236 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         KRVFVDK---------GVEVNEFKDMVVELMTIAGYFNIGDFIPCLAWMD  231 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         KRVFVNK---------GVEVNEFKDMVVELMTTAGYFNIGDFIPCLAWMD  231 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      KRVFVEK---------GAEVNKFKDMVVELMTVAGYFNIGDFIPQLAWMD  235 
F3’,5’H Solanum melongena           KRVFVEK---------GKEVNEFKNMVVELMTVAGYFNIGDFIPQIAWMD  234 
F3’,5’H Campanula medium            RRPFVITSKLDSSASASASVSEFQYMVMELMRMAGLFNIGDFIPYIAWMD  247 
                                    :* *            . . .:*: **:***  ** ******** :.*** 
 
F3’,5’H Eustoma russellianum        LQGIQGGMKRLHKKFDALLTRLLEEHTASAHERKGSPDFLDFVVAN-GDN  284 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        LQGIQGGMKRLHKKFDALLTRLLEEHTASAHERKGSPDFLDFVVAN-RDN  284 
F3’,5’H Gentiana triflora           LQGIEGGMKRLHKKFDVLLTRLLDDHKRTSQERKQKPDFLDFVIAN-GDN  288 
F3’,5’H Catharanthus roseus         LQGIERGMKRLHKKFDALLTKMLEEHKSSSHKRKEKPDFLDYVLAN-RDN  285 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         LQGIEKRMKRLHKKFDALLTKMFDEHKATTYERKGKPDFLDVVMEN-GDN  280 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         LQGIEKGMKRLHKKFDALLTKMFDEHKATSYERKGKPDFLDCVMEN-RDN  280 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      LQGIEKGMKCLHKKFDDLLTKMFDEHKATTNERKGKPDFLDVVMAN-RDN  284 
F3’,5’H Solanum melongena           LQGIEKGMKKLHKKFDDLLTKMFEEHEATSNERKGKPDFLDFIMAN-RDN  283 
F3’,5’H Campanula medium            LQGIQRDMKVIQKKFDVLLNKMIKEHTESAHDRKDNPDFLDILMAATQEN  297 
                                    ****:  ** ::**** **.:::.:*  :: .** .***** ::    :* 
 
 
 



                                                                                                                                G. Anhang 

 178 

                                      III     A  
F3’,5’H Eustoma russellianum        SEGERLQTVNIKALLLNMFTAGTDTSSSVIEWALAELLKNPIILRRAQEE  334 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        SEGERLHTVNIKALLLNMFTAGTDTSSSVIEWALAELLKNPIILKRAQEE  334 
F3’,5’H Gentiana triflora           SDGERLNTDNIKALLLNLFTAGTDTSSSIIEWALAELLKNRTLLTRAQDE  338 
F3’,5’H Catharanthus roseus         SEGERLTTTNIKALLLNLFTAGTDTSSSVIEWAISEMLKNPTILKRAQEE  335 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         SEGERLSTTNIKALLLNLFTAGTDTSSSAIEWALAEMMKNPAILKKAQAE  330 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         SEGERLSTTNIKALLLNLFTAGTDTSSSAIEWALAEMMKNPAILKKAQGE  330 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      SEGERLSTNNIKALLLNLFTAGTDTSSSAIEWALAEMMKNPQILKKVQQE  334 
F3’,5’H Solanum melongena           SEGERLSITNIKALLLNLFTAGTDTSSSVIEWALTEMMKNPTIFKKAQQE  333 
F3’,5’H Campanula medium            TEGIQLNLVNVKALLLDLFTAGTDTSSSVIEWALAEMLNHRQILNRAHEE  347 
                                    ::* :*   *:*****::********** ****::*::::  :: :.: * 

                                                    B                  
F3’,5’H Eustoma russellianum        MDGVIGRDRRFLEADISKLPYLQAICKEAFRKHPSTPLNLPR-IASQACE  383 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        MDGVIGRDRRFLEADISKLPYLQAICKEAFRKHPSTPLNLPR-IASQACE  383 
F3’,5’H Gentiana triflora           MDRVIGRDRRLLESDIPNLPYLQAICKETFRKHPSTPLNLPRNCIRGHVD  388 
F3’,5’H Catharanthus roseus         MDQVIGRNRRLMESDIPKLPYLQAICKETFRKHPSTPLNLPR-IAQKDCQ  384 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         MDQVIGRNRRLLESDIPNLPYLRAICKETFRKHPSTPLNLPR-ISNEPCI  379 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         MDQVIGNNRRLLESDIPNLPYLRAICKETFRKHPSTPLNLPR-ISNEPCI  379 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      MDQIIGKNRRLIESDIPNLPYLRAVCKETFRKHPSTPLNLPR-ISNEPCM  383 
F3’,5’H Solanum melongena           MDQIIGKNRRFIESDIPNLPYLRAICKEAFRKHPSTPLNLPR-VSSDACT  382 
F3’,5’H Campanula medium            MDQVIGRNRRLEQSDIPNLPYFQAICKETFRKHPSTPLNLPR-ISTEACE  396 
                                    ** :**.:**: ::**.:***::*:***:*************         

                                                          C      
F3’,5’H Eustoma russellianum        VNGHYIPKGTRLSVNIWAIGRDPSVWE-NPNEFNPDRFLERKNAKIDPRG  432 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        VNGHYIPKGTRLSVNIWAIGRDPSLWE-NPNEFNPDRFLERKNAKIDPRG  432 
F3’,5’H Gentiana triflora           VNGYYIPKGTRLNVNIWAIGRDPSVWGDNPNEFDPERFLYGRNAKIDPRG  438 
F3’,5’H Catharanthus roseus         VNGYYIPKGTRLSVNIWAIGRDPNVWE-NPLEFNPDRFLSGKMAKIEPRG  433 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         VDGYYIPKNTRLSVNIWAIGRDPQVWE-NPLEFNPERFLSGRNSKIDPRG  428 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         VDGYYIPKNTRLSVNIWAIGRDPEVWE-NPLEFYPERFLSGRNSKIDPRG  428 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      VDGYYIPKNIRLSVNIWAIGRDPDVWE-NPLEFNPERFLSGKNVKIDPRG  432 
F3’,5’H Solanum melongena           IDGYYIPKNTRLSVNIWAIGRDPDVWE-NPLEFIPERFLSEKNAKIEHRG  431 
F3’,5’H Campanula medium            VDGFHIPKNTRLIVNIWAIGRDPKVWE-NPLDFTPERFLSEKHAKIDPRG  445 
                                    ::*.:***. ** **********.:*  ** :* *:***  :  **: ** 

                                     D      
F3’,5’H Eustoma russellianum        NDFELIPFGAGRRICAGTRLGILLVEYILGTLVHSFVWELPSSVI-ELNM  481 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        NDFELIPFGAGRRICAGTRLGILLVEYILGTLVHSFDWELPSSVI-ELNM  481 
F3’,5’H Gentiana triflora           NHFELIPFGAGRRICAGTRMGILLVEYILGTLVHSFDWKLGFSED-ELNM  487 
F3’,5’H Catharanthus roseus         NDFELIPFGAGRRICAGTRMGIVLVEYILGTLVHSFDWKLPFDDINELNM  483 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         NDFELIPFGAGRRICAGTRMGIVMVEYILGTLVHSFDWKLPSEVI-ELNM  477 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         NDFELIPFGAGRRICAGTRMGIVMVEYILGTLVHSFDWKLPSEVI-ELNM  477 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      NDFELIPFGAGRRICAGTRMGIVMVEYILGTLVHSFDWKFSNDVK-EINM  481 
F3’,5’H Solanum melongena           NDFELIPFGAGRRICAGTRMGIVMVEYILGTLIHSFDWKLPNDVV-DINM  480 
F3’,5’H Campanula medium            NHFELIPFGAGRRICAGARMGAASVEYILGTLVHSFDWKLPDGVV-EVNM  494 
                                    *.***************:*:*   ********:*** *::      ::** 
 
F3’,5’H Eustoma russellianum        DESFGLALQKAVPLAAMVTPRLPLHIYSP---- 510 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        DEPFGLALQKAVPLAAMVTPRLPLHIYCP---- 510 
F3’,5’H Gentiana triflora           DETFGLALQKAVPLAAMVIPRLPLHVYAP---- 516 
F3’,5’H Catharanthus roseus         DESFGLALQKAVPLVAMVSPRLPINAYSP---- 512 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         EEAFGLALQKAVPLEAMVTPRLQLDVYVP---- 506 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         EEAFGLALQKAVPLEAMVTPRLPIDVYAPLA-- 508 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      EESFGLALQKAVPLEAMVTPRLPFDVYYTN--- 511 
F3’,5’H Solanum melongena           EETFGLALQKAVPLEAIVTPRLSFDIYQSSEPF 513 
F3’,5’H Campanula medium            EESFGIALQKKVPLSAIVTPRLPPSSYTV---- 523 
                                    :*.**:**** *** *:* ***    *       

 

* = identische AS. : = konservierte AS. . = halbkonservierte AS. I = prolinreiche Rgion. II = 22 AS 
umfassende Region, die möglicherweise mit  der 5�-Hydroxylierung im Zuammenhang steht. III = putative 
Substratbindungsregion der F3�- und der F3�,5�H. A-D = hoch konservierte Protein-Domänen pflanzlicher 
CYP-Enzyme der A-Gruppe (weitere Erläuterung unter D.5).                 
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G.4.3 F3�- und F3�,5�H-Proteinalignment  
 
                                                                   I 
F3’,5’H Eustoma russellianum        -MAVGNGVLLHIAASLMLFFHVQKLVQYLWMNSRRH---RLPPGPIGWPV  46 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        -MAVGNGVLLHIARSLMLFFHVQKLVQYLWMNSRRH---RLPPGPIGWPV  46 
F3’,5’H Gentiana triflora           MSPIYTTLTLHLATALFLFFHVQKLVHYLHGKATGHRCRRLPPGPTGWPI  50 
F3’,5’H Catharanthus roseus         -MALEKLVLFDFLAAISILILVQKFIQIVFLRSSSR--IRLPPGPKGWPI  47 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         -----MMLLTELGAATSIFLIAHIIISTLISKTTGRH---LPPGPRGWPV  42 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         -----MVLLSELAAATLIFLTTHIFISTLLSITNGRR---LPPGPRGWPV  42 
F3’,5’H Solanum melongena           ----MVILPSELIGATIIYIIVYIIIQKLIATGSWRRR-RLPPGPEGWPV  45 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      ---MVLLLISELCASAIIFIIVHIIISKLIATGWGRRQ-RLPPGPMGWPV  46 
F3’,5’H Campanula medium            MSIDISTLFYELVAAISLYLATYSFIRFLFKPSHHHH---LPPGPTGWPI  47 
F3'H Arabidopsis thaliana           ----MATLFLTILLATVLFLILRIFSHRRNRSHNNR----LPPGPNPWPI  42 
F3'H Matthiola incana               ----MTTLILTILLATFLSLFI-FFLLRRNRNRNHR----LPPGPNPWPI    41 
F3'H Pelargonium zonale             ----MYNMSLYLLLGSSALAFAAYLVLFSFSKSRRR----LPPGPKAWPI  42 
F3’,5’H Callistephus chinensis      ----MSILSLLVYFCIS-LLVIIALVNMFITRHTNR----LPPGPAPWPV  41 
F3'H Callistephus chinensis         ----MTILPFIFYTCIT-ALVLYVLLN-LLTRNPNR----LPPGPTPWPI  40 
F3'H Petunia hybrida Ht1            ----MEILSLILYTVIFSFLLQFILRSFFRKRYPLP----LPPGPKPWPI  42 
                                           :   .            :               *****  **: 
 
F3’,5’H Eustoma russellianum        LGALRLLGTMPHVALANMAKKYGPVMYLKVGSCGLAVASTPEAAKAFLKT  96 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        LGALPLLGTMPHVALANMAKKYGPVMYLKVGSCGLAVASTPEAAKAFLKT  96 
F3’,5’H Gentiana triflora           LGALPLLGNMPHVTFANMAKKYGSVMYLKVGSHGLAIASTPDAAKAFLKT  100 
F3’,5’H Catharanthus roseus         IGALPYLGTMPHSILANMAKKYGPIMYLKLGTNGMVVASTPDAVKAFLRT  97 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         IGALPLLGAMPHVSLAKMAKKYGAIMYLKVGTCGMAVASTPDAAKAFLKT  92 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         IGALPLLGAMPHVSLAKMAKKYGAIMYLKVGTCGMVVASTPDAAKAFLKT  92 
F3’,5’H Solanum melongena           IGALPLLGGMPHVALAKMAKKYGPIMYLKVGTCGMVVASTPNAAKAFLKT  95 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      IGALPLLGTMPHVALAKMAKKYGPIMYLKVGTCGMVVASTPNAAKAFLKT  96 
F3’,5’H Campanula medium            IGALPLLGTMPHVSLADMAVKYGPIMYLKLGSKGTVVASNPKAARAFLKT  97 
F3'H Arabidopsis thaliana           IGNLPHMGTKPHRTLSAMVTTYGPILHLRLGFVDVVVAASKSVAEQFLKI  92 
F3'H Matthiola incana               VGNLPHMGPKPHQTLAAMVTTYGPILHLRLGFVNVVVAASKSVAEQFLKI  91 
F3'H Pelargonium zonale             VGNLPHMGSMPHQNLAAMARTYGPLVYLRLGFVDVVVALSASMASQFLKT  92 
F3’,5’H Callistephus chinensis      VGNLPHLGAIPHHTLAALATKYGPLVYLRLGFVHVVVASSPSVAAQFLKV  91 
F3'H Callistephus chinensis         VGNLPHLGMIPHHSLAALAQKYGPLMHLRLGFVDVVVAASASVAAQFLKT  90 
F3'H Petunia hybrida Ht1            IGNLVHLGPKPHQSTAAMAQTYGPLMYLKMGFVDVVVAASASVAAQFLKT  92 
                                    :* *  :*  **   : :. .**.:::*::*    .:* . . .  **:  
                                                  II  
F3’,5’H Eustoma russellianum        LDMNFSNRPPNAGATHLAYNAQDMVFADYGPRWKLLRKLSNIHILGGKAL  146 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        LDMNFSNRPPNAGATHLAYNAQDMVFADYGPRWKLLRKLSNIHILGGKAL  146 
F3’,5’H Gentiana triflora           LDLNFSNRPPNAGATHLAYNAQDMVFAHYGPKWKLLRKLSNLHMLGGKAL  150 
F3’,5’H Catharanthus roseus         LDMNFSNRPIDAGATHLAYNAQDMVFAHYGPKWKLLRKLSNLHMLGGKAL  147 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         LDINFSNRPPNAGATHLAYNAQDMVFAHYGPRWKLLRKLSNLHMLGGKAL  142 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         LDLNFSNRPPNAGATHLAYGAQDMVFAHYGPRWKLLRKLSNLHMLGGKAL  142 
F3’,5’H Solanum melongena           LDINFSNRPPNAGATHMAYNAQDMVFAPYGPRWKLLRKLSNLHMLGGKAL  145 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      LDINFSNRPPNAGATHLAYDAQDMVFAHYGPRWKLLRKLSNLHMLGGKAL  146 
F3’,5’H Campanula medium            HDANFSNRPIDGGPTYLAYNAQDMVFAEYGPKWKLLRKLCSLHMLGPKAL  147 
F3'H Arabidopsis thaliana           HDANFASRPPNSGAKHMAYNYQDLVFAPYGHRWRLLRKISSVHLFSAKAL  142 
F3'H Matthiola incana               HDANFASRPPNSGAKHIAYNYQDLVFAPYGQRWRMLRKISSVHLFSAKAL  141 
F3'H Pelargonium zonale             HDSNFSSRPPNAGAKHIAYNYHDLVFAPYGPRWRLFRKITSIHLFSGKAL  142 
F3’,5’H Callistephus chinensis      HDLKFASRPPNSGAKHIAYNYQDMVFAPYGPQWTMFRKICKDHLFSSKAL  141 
F3'H Callistephus chinensis         HDANFASRPPNSGAKHIAYNYQDLVFAPYGPRWRMLRKICSVHLFSTKAL  140 
F3'H Petunia hybrida Ht1            HDANFSSRPPNSGAEHMAYNYQDLVFAPYGPRWRMLRKICSVHLFSTKAL  142 
                                     * :*:.** :.*. ::**. :*:*** ** :* ::**: . *::. *** 
 
F3’,5’H Eustoma russellianum        QGWEEVRKKELGYMLYAMAESGRHGQ--PVVVSEMLTYAMANMLGQVMLS  194 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        QGWEEVRKKELGYMLYAMAESGRHGQ--PVVVSEMLTYAMANMLGQVMLS  194 
F3’,5’H Gentiana triflora           ENWADVRKTELGYMLKAMFESSQNNE--PVMISEMLTYAMANMLSQVILS  198 
F3’,5’H Catharanthus roseus         ENWSNVRATELGYMLQAMYESSRKGE--TVVVPEMLTYAMANMIGQVILS  195 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         ENWANVRANELGHMLKSMSDMSREGQ--RVVVAEMLTFAMANMIGQVMLS  190 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         ENWANVRANELGHMLKSMFDMSREGE--RVVVAEMLTFAMANMIGQVILS  190 
F3’,5’H Solanum melongena           ENWANVRANELGHMLKSMFDASHVGE--RIVVADMLTFAMANMIGQVMLS  193 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      EDWANVRANELGHMLKSMFDASRVGG--RVVVADMLTFAMANMIGQVILS  194 
F3’,5’H Campanula medium            EDWAHVKVSEVGHMLKEMYEQSSKSVPVPVVVPEMLTYAMANMIGRIILS  197 
F3'H Arabidopsis thaliana           EDFKHVRQEEVGTLTRELVRVG--TK--PVNLGQLVNMCVVNALGREMIG  188 
F3'H Matthiola incana               EDFKHVRQEEIGRLTREVARAD--TK--PVNLGQLVNMCVVNALGREMIG  187 
F3’_HP.zonale                       DDYRHVRQEEVGVLASNLARAV--ST--IVNLGQLLNICATNALGRAVIG  188 
F3’,5’H Callistephus chinensis      DDFRHVRQEEVAILARGLAGAG--RS--KVNLGQQLNMCTANTLARMMLD  187 
F3'H Callistephus chinensis         DDFRHVREEEVAILTRVLVHAG--ES--AVKLGQLLNVCTTNALARVMLG  186 
F3'H Petunia hybrida Ht1            DDFRHVRQDEVKTLTRALASAG--QK--PVKLGQLLNVCTTNALARVMLG  188 
                                    :.: .*:  *:  :   :           : : : :. . .* :.: ::. 
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F3’,5’H Eustoma russellianum        KRVFGSQ---------GSESNEFKDMVVELMTVAGYFNIGDFIPSIAWMD  235 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        KRVFGSQ---------GSESNEFKDMVVELMTVAGYFNIGDFIPSIAWMD  235 
F3’,5’H Gentiana triflora           RRVFNKK---------GAKSNEFKDMVVELMTSAGYFNIGDFIPSIGWMD  239 
F3’,5’H Catharanthus roseus         RRVFVTK---------SLESNEFKDMVVELMTTAGYFNIGDFIPSIAWMD  236 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         KRVFVDK---------GVEVNEFKDMVVELMTIAGYFNIGDFIPCLAWMD  231 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         KRVFVNK---------GVEVNEFKDMVVELMTTAGYFNIGDFIPCLAWMD  231 
F3’,5’H Solanum melongena           KRVFVEK---------GKEVNEFKNMVVELMTVAGYFNIGDFIPQIAWMD  234 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      KRVFVEK---------GAEVNKFKDMVVELMTVAGYFNIGDFIPQLAWMD  235 
F3’,5’H Campanula medium            RRPFVITSKLDSSASASASVSEFQYMVMELMRMAGLFNIGDFIPYIAWMD  247 
F3'H Arabidopsis thaliana           RRLFG--------ADADHKADEFRSMVTEMMALAGVFNIGDFVPSLDWLD  230 
F3'H Matthiola incana               RRLFG--------DGADHKAEEFRSMVTEMMALAGVFNVGDFVPALDWLD  229 
F3'H Pelargonium zonale             KKVFKDG-----TDDVDPKADEFKSMVVELMVLAGVFNIGDFIPPLDCLD  233 
F3’,5’H Callistephus chinensis      KRVFGNES---GGD--DPKANEFKEMATELMFLAGQFNIGDYIPVLDWLD  232 
F3'H Callistephus chinensis         RRVFADGS---EGRGVDPKADEFKDMVVELMELAGEFNIGDFIPPLDCLD  233 
F3'H Petunia hybrida Ht1            KRVFADGS---GDV--DPQAAEFKSMVVEMMVVAGVFNIGDFIPQLNWLD  233 
                                    :: *            . .  :*: *. *:*  ** **:**::* :  :* 
 
F3’,5’H Eustoma russellianum        LQGIQGGMKRLHKKFDALLTRLLEEHTASAHERK-GSPDFLDFVVAN-GD  283 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        LQGIQGGMKRLHKKFDALLTRLLEEHTASAHERK-GSPDFLDFVVAN-RD  283 
F3’,5’H Gentiana triflora           LQGIEGGMKRLHKKFDVLLTRLLDDHKRTSQERK-QKPDFLDFVIAN-GD  287 
F3’,5’H Catharanthus roseus         LQGIERGMKRLHKKFDALLTKMLEEHKSSSHKRK-EKPDFLDYVLAN-RD  284 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         LQGIEKRMKRLHKKFDALLTKMFDEHKATTYERK-GKPDFLDVVMEN-GD  279 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         LQGIEKGMKRLHKKFDALLTKMFDEHKATSYERK-GKPDFLDCVMEN-RD  279 
F3’,5’H Solanum melongena           LQGIEKGMKKLHKKFDDLLTKMFEEHEATSNERK-GKPDFLDFIMAN-RD  282 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      LQGIEKGMKCLHKKFDDLLTKMFDEHKATTNERK-GKPDFLDVVMAN-RD  283 
F3’,5’H Campanula medium            LQGIQRDMKVIQKKFDVLLNKMIKEHTESAHDRK-DNPDFLDILMAATQE  296 
F3'H Arabidopsis thaliana           LQGVAGKMKRLHKRFDAFLSSILKEHEMN-GQDQ-KHTDMLSTLISLKGT  278 
F3'H Matthiola incana               LQGVAGKMKRLHKRFDAFLSSILKEHEINNGGDQ-KHTDMLTTLISLKGT  278 
F3'H Pelargonium zonale             LQGVASKMKNLHKRFDAFLSAILQEHNIN-SAAS-ATPSMLTTLISLKDS  281 
F3’,5’H Callistephus chinensis      LQGIVKKMKKLHTRFDKFLDVILDEHKVIASG----HIDMLSTLISLKDD  278 
F3'H Callistephus chinensis         LQGITKKMKKLHARFDKFLNIILDDHKIEKGAAGRRHSDLLTTLISLKDV  283 
F3'H Petunia hybrida Ht1            IQGVAAKMKKLHARFDAFLTDILEEHKGKIFG---EMKDLLSTLISLKND  280 
                                    :**:   ** :: :** :*  ::.:*            .:*  ::      
                                          III     A                                
F3’,5’H Eustoma russellianum        NSEGER----LQTVNIKALLLNMFTAGTDTSSSVIEWALAELLKNPIILR  329 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        NSEGER----LHTVNIKALLLNMFTAGTDTSSSVIEWALAELLKNPIILK  329 
F3’,5’H Gentiana triflora           NSDGER----LNTDNIKALLLNLFTAGTDTSSSIIEWALAELLKNRTLLT  333 
F3’,5’H Catharanthus roseus         NSEGER----LTTTNIKALLLNLFTAGTDTSSSVIEWAISEMLKNPTILK  330 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         NSEGER----LSTTNIKALLLNLFTAGTDTSSSAIEWALAEMMKNPAILK  325 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         NSEGER----LSTTNIKALLLNLFTAGTDTSSSAIEWALAEMMKNPAILK  325 
F3’,5’H Solanum melongena           NSEGER----LSITNIKALLLNLFTAGTDTSSSVIEWALTEMMKNPTIFK  328 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      NSEGER----LSTNNIKALLLNLFTAGTDTSSSAIEWALAEMMKNPQILK  329 
F3’,5’H Campanula medium            NTEGIQ----LNLVNVKALLLDLFTAGTDTSSSVIEWALAEMLNHRQILN  342 
F3'H Arabidopsis thaliana           DLDGDG--GSLTDTEIKALLLNMFTAGTDTSASTVDWAIAELIRHPDIMV  326 
F3'H Matthiola incana               DFDGDG--ASITDTEIKALLLNMFTAGTDTSASTVDWAIAELIRHPHIMK  326 
F3'H Pelargonium zonale             VEDSEG--GKLTDTEIKALLLNMFTAGTDTTSSTVEWAIAELIRQPEILI  329 
F3’,5’H Callistephus chinensis      TSVDG---RKPSDIEIKALLLELFVAGTDTSSNTVEWAIAELIRQPHLLK  325 
F3'H Callistephus chinensis         DAADDDEEGKLSDIEIKALLLNLFAAGTDTSSSTVEWAVAELIRHPELLK  333 
F3'H Petunia hybrida Ht1            DADNDG--GKLTDTEIKALLLNLFVAGTDTSSSTVEWAIAELIRNPKILA  328 
                                       .          ::*****::*.*****::. ::**::*::.:  ::  

                                                       B                             
F3’,5’H Eustoma russellianum        RAQEEMDGVIGRDRRFLEADISKLPYLQAICKEAFRKHPSTPLNLPR-IA  378 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        RAQEEMDGVIGRDRRFLEADISKLPYLQAICKEAFRKHPSTPLNLPR-IA  378 
F3’,5’H Gentiana triflora           RAQDEMDRVIGRDRRLLESDIPNLPYLQAICKETFRKHPSTPLNLPRNCI  383 
F3’,5’H Catharanthus roseus         RAQEEMDQVIGRNRRLMESDIPKLPYLQAICKETFRKHPSTPLNLPR-IA  379 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         KAQAEMDQVIGRNRRLLESDIPNLPYLRAICKETFRKHPSTPLNLPR-IS  374 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         KAQGEMDQVIGNNRRLLESDIPNLPYLRAICKETFRKHPSTPLNLPR-IS  374 
F3’,5’H Solanum melongena           KAQQEMDQIIGKNRRFIESDIPNLPYLRAICKEAFRKHPSTPLNLPR-VS  377 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      KVQQEMDQIIGKNRRLIESDIPNLPYLRAVCKETFRKHPSTPLNLPR-IS  378 
F3’,5’H Campanula medium            RAHEEMDQVIGRNRRLEQSDIPNLPYFQAICKETFRKHPSTPLNLPR-IS  391 
F3'H Arabidopsis thaliana           KAQEELDIVVGRDRPVNESDIAQLPYLQAVIKENFRLHPPTPLSLPH-IA  375 
F3'H Matthiola incana               RTQEELDAVVGRNRPINESDLSRLPYLQAVIKENFRLHPPTPLSLPH-IA  375 
F3'H Pelargonium zonale             RAQKEIDSVVGRDRLVTELDLSKLPYLQAIVKETFRLHSSTPLSLPR-IA  378 
F3’,5’H Callistephus chinensis      RAQEEMDSVVGQNRLVTEMDLSQLTFLQAIVKEAFRLHPSTPLSLPR-IA  374 
F3'H Callistephus chinensis         QAREEMDIVVGRDRLVTELDLSRLTFLQAIVKETFRLHPSTPLSLPR-MA  382 
F3'H Petunia hybrida Ht1            QAQQEIDKVVGRDRLVGELDLAQLTYLEAIVKETFRLHPSTPLSLPR-IA  377 
                                    :.: *:* ::*.:* . : *:..*.::.*: ** ** *..***.**:    
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                                                             C 
F3’,5’H Eustoma russellianum        SQACEVNGHYIPKGTRLSVNIWAIGRDPSVWE-NPNEFNPDRFLER-KNA  426 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        SQACEVNGHYIPKGTRLSVNIWAIGRDPSLWE-NPNEFNPDRFLER-KNA  426 
F3’,5’H Gentiana triflora           RGHVDVNGYYIPKGTRLNVNIWAIGRDPSVWGDNPNEFDPERFLYG-RNA  432 
F3’,5’H Catharanthus roseus         QKDCQVNGYYIPKGTRLSVNIWAIGRDPNVWE-NPLEFNPDRFLSG-KMA  427 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         NEPCIVDGYYIPKNTRLSVNIWAIGRDPQVWE-NPLEFNPERFLSG-RNS  422 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         NEPCIVDGYYIPKNTRLSVNIWAIGRDPEVWE-NPLEFYPERFLSG-RNS  422 
F3’,5’H Solanum melongena           SDACTIDGYYIPKNTRLSVNIWAIGRDPDVWE-NPLEFIPERFLSE-KNA  425 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      NEPCMVDGYYIPKNIRLSVNIWAIGRDPDVWE-NPLEFNPERFLSG-KNV  426 
F3’,5’H Campanula medium            TEACEVDGFHIPKNTRLIVNIWAIGRDPKVWE-NPLDFTPERFLSE-KHA  439 
F3'H Arabidopsis thaliana           SESCEINGYHIPKGSTLLTNIWAIARDPDQWS-DPLAFKPERFLPGGEKS  424 
F3'H Matthiola incana               AESCEINGYHIPKGSTLLTNIWAIARDPEQWS-DPLAFRPERFLPGGEKF  424 
F3'H Pelargonium zonale             TQSCEINGYHIPKGATLLVNVWAIARDPDVWA-DPLSFRPERFLPGSEKE  427 
F3’,5’H Callistephus chinensis      SESCEVDGYYIPKGSTLLVNIWAIGRHPEVWT-DPLEFRPTRFLPGGEKP  423 
F3'H Callistephus chinensis         SESCEVDGYYIPKGSTLLVNVWAIARDPKMWT-NPLEFRPSRFLPGGEKP  431 
F3'H Petunia hybrida Ht1            SESCEINGYFIPKGSTLLLNVWAIARDPNAWA-DPLEFRPERFLPGGEKP  426 
                                         ::*..***.  *  *:***.*.*. *  :*  * * ***   .   

                                          D 
F3’,5’H Eustoma russellianum        KIDPRGNDFELIPFGAGRRICAGTRLGILLVEYILGTLVHSFVWELPSSV  476 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        KIDPRGNDFELIPFGAGRRICAGTRLGILLVEYILGTLVHSFDWELPSSV  476 
F3’,5’H Gentiana triflora           KIDPRGNHFELIPFGAGRRICAGTRMGILLVEYILGTLVHSFDWKLGFSE  482 
F3’,5’H Catharanthus roseus         KIEPRGNDFELIPFGAGRRICAGTRMGIVLVEYILGTLVHSFDWKLPFDD  477 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         KIDPRGNDFELIPFGAGRRICAGTRMGIVMVEYILGTLVHSFDWKLPSEV  472 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         KIDPRGNDFELIPFGAGRRICAGTRMGIVMVEYILGTLVHSFDWKLPSEV  472 
F3’,5’H Solanum melongena           KIEHRGNDFELIPFGAGRRICAGTRMGIVMVEYILGTLIHSFDWKLPNDV  475 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      KIDPRGNDFELIPFGAGRRICAGTRMGIVMVEYILGTLVHSFDWKFSNDV  476 
F3’,5’H Campanula medium            KIDPRGNHFELIPFGAGRRICAGARMGAASVEYILGTLVHSFDWKLPDGV  489 
F3'H Arabidopsis thaliana           GVDVKGSDFELIPFGAGRRICAGLSLGLRTIQFLTATLVQGFDWELAGGV  474 
F3'H Matthiola incana               GVDVKGSDFELIPFGAGRRICAGLSLGLRTIQLLTATLVHGFEWELAGGV  474 
F3'H Pelargonium zonale             NVDVKGNDFELIPFGAGRRICAGMSLGLRMVQLLTATLLHAFNWDLPQGQ  477 
F3’,5’H Callistephus chinensis      GIVVKVNDFEVLPFGAGRRICAGMSLALRTVQLLMGTLVQAFDWELANGI  473 
F3'H Callistephus chinensis         DADIKGNDFEVIPFGAGRRICAGMSLGMRMVQLLIATLVQTFDWELANGL  481 
F3'H Petunia hybrida Ht1            KVDVRGNDFEVIPFGAGRRICAGMNLGIRMVQLMIATLIHAFNWDLVSGQ  476 
                                        : ..**::***********  :.   :: : .**:: * *.:     
 
F3’,5’H Eustoma russellianum        I--ELNMDESFGLALQKAVPLAAMVTPRLPLHIYSP---- 510 
F3’,5’H Eustoma grandiflorum        I--ELNMDEPFGLALQKAVPLAAMVTPRLPLHIYCP---- 510 
F3’,5’H Gentiana triflora           D--ELNMDETFGLALQKAVPLAAMVIPRLPLHVYAP---- 516 
F3’,5’H Catharanthus roseus         IN-ELNMDESFGLALQKAVPLVAMVSPRLPINAYSP---- 512 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf1         I--ELNMEEAFGLALQKAVPLEAMVTPRLQLDVYVP---- 506 
F3’,5’H Petunia hybrida Hf2         I--ELNMEEAFGLALQKAVPLEAMVTPRLPIDVYAPLA-- 508 
F3’,5’H Solanum melongena           V--DINMEETFGLALQKAVPLEAIVTPRLSFDIYQSSEPF 513 
F3’,5’H Lycianthes rantonnetii      K--EINMEESFGLALQKAVPLEAMVTPRLPFDVYYTN--- 511 
F3’,5’H Campanula medium            V--EVNMEESFGIALQKKVPLSAIVTPRLPPSSYTV---- 523 
F3'H Arabidopsis thaliana           TPEKLNMEESYGLTLQRAVPLVVHPKPRLAPNVYGLGSG- 513 
F3'H Matthiola incana               TPEKLNMEETYGITVQRAVPLIVHPKPRLALNVYGVGSG- 513 
F3'H Pelargonium zonale             IPQELNMDEAYGLTLQRASPLHVRPRPRLPSHLY------ 511 
F3’,5’H Callistephus chinensis      KPEKLNMDEAFGLSVQRAEPLVVHPRPRLPPHVYKSG--- 510 
F3'H Callistephus chinensis         DPEKLNMEEAYGLTLQRAEPLMVHPRPRLSPHVYESR--- 518 
F3'H Petunia hybrida Ht1            LPEMLNMEEAYGLTLQRADPLVVHPRPRLEAQAYIG---- 512 
                                        :**:*.:*:::*:  ** .   ***    *       

 

* = identische AS. : = konservierte AS. . = halbkonservierte AS. I = prolinreiche Rgion. II = 22 AS 
umfassende Region, die möglicherweise mit  der 5�-Hydroxylierung im Zuammenhang steht. III = putative 
Substratbindungsregion der F3�- und der F3�,5�H. A-D = hoch konservierte Protein-Domänen pflanzlicher 
CYP-Enzyme der A-Gruppe (weitere Erläuterung unter D.5).                 
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G.5 Beschreibung der für die Nukleinsäure- und Proteinalignments 

verwendeten  CYP-Enzyme 
 

CYP Funktion Herkunft Accession-Nr. Referenz 

CYP75A1 F3�,5�H Petunia hybrida Z22544 Holton et al., 1993 

CYP75A2 F3�,5�H Solanum melongena X70824 Toguri et al., 1993 

CYP75A3 F3�,5�H Petunia hybrida Z22545 Holton et. al., 1993 

CYP75A4 F3�,5�H Gentiana triflora             D85184 Tonaka et al., 1996 

CYP75A5 F3�,5�H Eustoma grandiflorum  U72654 Nielsen, K.M. and Podivinsky, E. 
1997 

CYP75A6 F3�,5�H Campanula medium           D14590 Shimada,Y. 1993; unveröfentlicht 

CYP75A7 F3�,5�H Eustoma russellianum       D14589 Shimada et al., 1999 

CYP75A8 F3�,5�H Catharanthus roseus AJ011862 Kaltenbach et al., 1999 

CYP75A9 F3�,5�H Lycianthes rantonnetii  

            

AF313490 Eder, C.M. and Forkmann, G., 2000 

unveröfentlicht 

CYP75B1    F3�H Arabidopsis thaliana AL133421 Schoenbohm et al. 2000 

CYP75B2    F3�H Petunia hybrida AF155332 Brugliera et al., 1999 

CYP75B5 F3�,5�H Callistephus chinensis AF313489 Eder, C.M. and Forkmann, G., 2000 

unveröfentlicht 

CYP75B6 F3�H ? Callistephus chinensis AF313488 Eder, C.M. and Forkmann, G., 2000 

unveröfentlicht 

CYP75B7 F3�H Matthiola incana 

   

AF313491 Eder, C.M. and Forkmann, G., 2000 

unveröfentlicht 

CYP75B8 F3�H Pelargonium x hortorum 

(Pelargonium zonale) 

AF315465 Eder, C.M. and Forkmann, G., 2000 

unveröfentlicht 
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