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But this beauty serves merely as a guide to birds and beasts

in order that the fruit may be devoured and the manured seeds disseminated.
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Tabelle 1: Ein- und Dreibuchstabencodes der Aminosauren.

Aminoséaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle |
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V




ZUSAMMENFASSUNG 1

ZUSAMMENFASSUNG

Pflanzliche Glycosyltransferasen katalysieren die Ubertragung eines aktivierten
Zuckermolekuls auf eine Vielzahl verschiedener Verbindungen. Sie spielen eine
entscheidende Rolle bei der Biosynthese von Sekundarmetaboliten, sind an
pflanzlichen Abwehrmechanismen beteiligt und regulieren die Konzentrationen
wichtiger Pflanzenhormone. Biotechnologisch kdnnen Glycosyltransferasen zur
Produktion physiologisch bedeutender Glycoside eingesetzt werden.

Die Sequenzierung der Genome von Arabidopsis thaliana und Oryza sativa hat
ergeben, dass Pflanzen gro3e Glycosyltransferase-Familien enthalten. Auch in
cDNA-Bibliotheken der Erdbeere (Fragaria x ananassa), die sich in den letzten
Jahren zu einem Modellorganismus flur die Untersuchung der nicht-klimakteri-
schen Fruchtreifung entwickelt hat, wurden verschiedene potentielle Glyco-
syltransferase-Sequenzen identifiziert.

Um deren Funktion aufzuklaren, wurden die vollstandigen offenen Leserahmen
der entsprechenden Enzyme kloniert und heterolog in Escherichia coli
exprimiert. Die rekombinanten Proteine sind mit Affinitatschromatographie auf-
gereinigt und anschlieliend biochemisch charakterisiert worden. Die Expression
der Glycosyltransferasen wahrend der Fruchtreifung und in verschiedenen Ge-
weben wurde mit quantitativer PCR untersucht und mit den Konzentrationen
verschiedener Metabolite verglichen. Um die potentielle Funktion der FaGT1 in
planta zu bestatigen, wurden durch RNA-Interferenz (RNAI) Frichte mit verrin-
gerter FaGT1-Expression generiert und massenspektrometrisch untersucht.
FaGT1 bildet in vitro bevorzugt Cyanidin- und Pelargonidin-3-glucosid, die
wichtigsten in der Erdbeerfrucht vorkommenden Anthocyane. Die reifekorre-
lierte Genexpression, die parallel zur Akkumulation der Anthocyane verlauft,
deutet auf eine Beteiligung an der Anthocyan-Biosynthese in planta hin. Dies
konnte durch RNAi-induzierte Herabregulation der FaGT1 bestatigt werden. Die
transfizierten Frichte wiesen zwar nur einen leicht veranderten Phanotyp, aber
signifikant reduzierte Anthocyan-Konzentrationen auf. Zusatzlich war auch die
Konzentration von Kampferol-3-glucosid, nicht aber von Quercetin-3-glucosid
deutlich erniedrigt.

FaGT3 und FaGT4 werden reifekorreliert und fruchtspezifisch exprimiert. Die

Genexpression von FaGT4 wird durch das Pflanzenhormon Auxin negativ kon-
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trolliert, wahrend FaGT3 vermutlich durch Verwundung induziert wird. Fir die
heterolog exprimierten Proteine konnte in vitro keine enzymatische Aktivitat
nachgewiesen werden. Die phylogenetische Analyse deutet darauf hin, dass
Flavonole beziehungsweise Anthocyanidin-3-glucoside Substrate der FaGT3
und FaGT4 sein kdnnten.

FaGT5 wird ebenfalls reifekorreliert exprimiert und durch das Pflanzenhormon
Auxin negativ reguliert. Das rekombinante Enzym bildet in vitro Glucose-Ester
von Benzoe- und Zimtsaure und deren hydroxylierten Derivaten. FaGT5 konnte
auch in planta an der Biosynthese der Hydroxyzimtsaureglucose-Ester beteiligt
sein, deren Funktion in der Erdbeerfrucht erst ansatzweise verstanden wird.
FaGT6 und FaGT7 sind in vitro multifunktionelle Glycosyltransferasen, die eine
breite Substratspezifitat aufweisen und eine Vielzahl von Flavonoiden, Hydroxy-
cumarinen und Naphtholen glucosylieren. FaGT7 bildet aus Quercetin zu glei-
chen Teilen Quercetin-3-glucosid und das bisher nicht in Erdbeerfriichten
nachgewiesene Quercetin-4’-glucosid. FaGT6 katalysiert bevorzugt die Bildung
von Quercetin-3-glucosid sowie drei weiterer Monoglucoside und einem Diglu-
cosid und ist das erste biochemisch charakterisierte Enzym, das in grinen und
roten Frlchten starker in den Achanen als im Blutenboden exprimiert wird.
FaGT7 weist in grinen Achanen ebenfalls eine relativ starke Expression auf.
Die Enzyme konnten in planta eine bifunktionelle Rolle Ubernehmen. Zum einen
erscheint eine Beteiligung an der Biosynthese der Flavonolglucoside plausibel,
da in grinen Frichten und in Achanen relativ hohe Konzentrationen phenoli-
scher Verbindungen nachgewiesen wurden. Andererseits deuten das breite
Substratspektrum und die Induzierbarkeit der Genexpression durch Salicylsaure
darauf hin, dass beide Enzyme an der Glucosylierung von Xenobiotika beteiligt
sein kénnten. Dies wird auch dadurch bekraftigt, dass verschiedene, in die Erd-
beerfrucht injizierte, nicht natlrliche Substrate in planta glucosyliert werden.
Diese Ergebnisse tragen zu einem besseren Verstandnis der Funktion von Gly-
cosyltransferasen wahrend der Fruchtreifung der nicht-klimakterischen Erd-
beere bei. Die funktionelle Charakterisierung der FaGT1 durch RNAI stellt den
ersten Bericht Uber die Herabregulation einer Anthocyanidin-3-

glucosyltransferase dar.
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SUMMARY

Plant glycosyltransferases catalyze the transfer of activated sugar molecules to
various different compounds. They play a decisive role in the biosynthesis of
secondary metabolites, are involved in plant defense mechanisms and regulate
the homeostasis of important plant hormones. In biotechnology, glycosyltrans-
ferases can be utilized to produce physiologically important glycosides.
Sequencing the genomes of Arabidopsis thaliana and Oryza sativa revealed
large glycosyltransferase families in plants. In cDNA libraries of strawberry
(Fragaria x ananassa), a plant that has emerged as a model for non-climacteric
fruit ripening in recent years, several different putative glycosyltransferase se-
quences were identified.

To elucidate their function, the complete open reading frames of the respective
enzymes were cloned and heterologously expressed in Escherichia coli. The
recombinant proteins were purified by affinity chromatography and character-
ized biochemically. The spatial and temporal gene expression during fruit
ripening was analyzed by quantitative PCR and compared with the concentra-
tions of several relevant metabolites. To confirm the putative function of FaGT1
in planta, fruits with reduced transcript levels of FaGT1 were generated by
RNA-interference (RNAI) and analyzed by mass spectrometry.

FaGT1 forms preferentially pelargonidin- and cyanidin-3-glucoside, the major
anthocyanins of strawberry fruit. The ripening-related gene expression corre-
lates with the accumulation of red pigments indicating an involvement of FaGT1
in anthocyanin biosynthesis. This could be confirmed by RNAi-induced down-
regulation of FaGT1. The transfected fruits showed only a slightly changed
phenotype, but anthocyanin concentrations were considerably reduced. Addi-
tionally, the concentration of kaempferol-3-glucoside, but not quercetin-3-glu-
coside decreased significantly.

FaGT3 and FaGT4 are expressed in a ripening-related and fruit-specific way.
Gene expression of FaGT4 is negatively regulated by the plant hormone auxin,
while FaGT3 is putatively induced by wounding. The heterologously expressed
proteins did not show enzymatic activity in vitro. Phylogenetic analysis indicated
that flavonols and anthocyanidin-3-glucosides could be substrates for FaGT3

and FaGT4, respectively.
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FaGT5 is also expressed ripening-related and negatively regulated by auxin.
The recombinant enzyme forms in vitro glucose esters of benzoic and cinnamic
acid and their hydroxylated derivates. In planta, FaGT5 is putatively involved in
the biosynthesis of hydroxycinnamoyl glucose esters, whose function in straw-
berry fruit is only partially understood.

FaGT6 and FaGT7 are multifunctional glycosyltransferases showing a broad
substrate specifity in vitro glucosylating numerous flavonoids, hydroxycumarins
and naphthols. FaGT7 converts quercetin to equal amounts of quercetin-3-glu-
coside and quercetin-4’-glucoside. FaGT6 catalyzes the formation of quercetin-
3-glucoside and minor amounts of three other monoglucosides and one diglu-
coside. This is the first biochemically characterized enzyme that shows higher
expression in achenes than receptacle of green and red fruits. FaGT7 is also
highly expressed in achenes of green fruit. Both enzymes could take over a bi-
functional role in planta. On the one hand, a participation in the biosynthesis of
flavonol glucosides sounds plausible as green fruits and achenes contain rela-
tively high amounts of phenolic compounds. On the other hand, the broad sub-
strate spectra and the inducibility of gene expression by salicylic acid indicate
that both enzymes could be involved in the glucosylation of xenobiotics. This is
supported by the fact that several unnatural substrates injected into strawberry
fruit are glucosylated in planta.

These results contribute to a better understanding of glycosyltransferases and
their function during ripening of the non-climacteric strawberry fruit. The func-
tional characterization of FaGT1 by RNA. is the first report on the downregula-

tion of an anthocyanidin-3-glycosyltransferase.



1 EINLEITUNG 5

1 EINLEITUNG

1.1 Pflanzliche Glycosyltransferasen des Sekundarstoffwechsels

1.1.1 Glycosyltransferasen

1.1.1.1 Uberblick und Einteilung

Der Transfer von Glucose ist quantitativ gesehen die wichtigste Reaktion auf
der Erde (Campbell et al., 1997). Schatzungsweise 1 % aller offenen Leserah-
men codieren fur Enzyme, die fur die Bildung glycosidischer Bindungen verant-
wortlich sind (Coutinho et al., 2003).

Enzyme konnen entsprechend der katalysierten Reaktion und ihrer Sub-
stratspezifitat gemaly der Nomenklatur der International Union of Biochemistry
and Molecular Biology (IUBMB) eingeordnet werden (Campbell et al., 1997).
Glycosyltransferasen gehoren zur Klasse EC 2.4.x.y. Eine genaue Einteilung ist
oft nicht moglich, da viele potentielle Glycosyltransferasen nicht vollstandig bio-
chemisch charakterisiert wurden oder viele Enzyme mehrere Substrate akzep-
tieren (Coutinho et al., 2003).

Deshalb werden Glycosyltransferasen in der post-genomischen Ara nach Sub-
stratspezifitat und Sequenzhomologien geordnet (Campbell et al., 1997;
Coutinho et al., 2003). Der rasante Anstieg der bekannten Glycosyltransferase-
Sequenzen in der vergangenen Dekade fuhrte dazu, dass heute in der carbo-
hydrate-active enzyme (CAZy) Datenbank (http://afmb.cnrs-mrs.frICAZY/) 87
Familien aufgefiihrt sind. Die in dieser Arbeit behandelten pflanzlichen Glyco-
syltransferasen des Sekundarstoffwechsels gehdren zur Familie 1, die mittler-

weile 1561 Sequenzen umfasst.

1.1.1.2 Grundlegende Eigenschaften

Die durchschnittliche GroRe der Glycosyltransferasen betragt zwischen 45 und
60 kDa (Vogt und Jones, 2000). In den Sequenzen dieser Proteine wurden bis-
her keine Signalpeptide und Membranbindungsstellen identifiziert (Li et al.,
2001). Die Aktivitat pflanzlicher Glycosyltransferasen wird in der Regel in der
cytosolischen Fraktion wiedergefunden, d. h. sie sind bis auf wenige Ausnah-
men ldsliche Enzyme (Bowles, 2002). Es gibt allerdings Hinweise, dass die En-

zyme der Flavonoid-Biosynthese einen Membran-assoziierten Multienzymkom-
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plex bilden, der auch die entsprechenden Glycosyltransferasen beinhalten
koénnte (Winkel-Shirley, 1999).

1.1.1.3 Katalysierte Reaktion

Pflanzliche Glycosyltransferasen katalysieren die Ubertragung eines aktivierten
Zuckermolekils auf zahlreiche verschiedene Akzeptoren (Vogt und Jones,
2000). In Abbildung 1 ist beispielhaft die Glucosylierung des Anthocyanidins
Pelargonidin durch eine Glucosyltransferase aus Erdbeerfrichten dargestellt.
Das entstehende Pelargonidin-3-glucosid (vgl. 1.2.2.3) ist der wichtigste Farb-
stoff der Erdbeerfrucht (Bakker et al., 1994).

OH
HO o’ O FaGT1 HO
90 e
UDPG +
Z 3 on -HO

OH OH

3 O-Glucose

Pelargonidin Pelargonidin-3-glucosid

Abbildung 1: Glucosylierung von Pelargonidin durch die Glucosyltransferase FaGT1 aus Erd-
beerfriichten. Das Enzym Ubertragt ein Molekil D-Glucose des aktivierten Zucker-Donors
Uridindiphosphat-D-Glucose (UDPG) auf die Hydroxygruppe 3 des Pelargonidins. Das entste-
hende Pelargonidin-3-glucosid ist der wichtigste Farbstoff der Erdbeerfrucht (vgl. 1.2.2.3).

Als Substrate kommen prinzipiell Sekundarmetabolite wie Flavonoide, Phenyl-
propanoide, Terpene, Cyanhydrine und Alkaloide sowie Xenobiotika und Pflan-
zenhormone in Frage (Vogt und Jones, 2000). Die meisten Glycosyltrans-
ferasen weisen keine strikte Substratspezifitat fur das Akzeptormolekul auf. Sie
sind eher regiospezifisch und katalysieren die Ubertragung des Zuckers auf
eine oder wenige definierte Positionen. Es wird angenommen, dass breite Sub-
stratspezifitat ein allgemeines Merkmal von Enzymen ist, die die letzten Bio-
synthese-Schritte katalysieren. Fir den Zuckerdonor besteht dagegen in der
Regel eine hohe Spezifitat. Die meisten Glycosyltransferasen akzeptieren be-
vorzugt UDP-D-Glucose. Es wurden aber auch Enzyme beschrieben, die UDP-
D-Glucuronsaure (Sawada et al., 2005), UDP-D-Galactose (Miller et al., 1999),
UDP-D-Xylose (Martin et al., 1999a) und UDP-L-Rhamnose (Jones et al., 2003;

Frydman et al., 2004) ubertragen. Da UDP-L-Rhamnose nicht kommerziell ver-
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fugbar ist und viele Charakterisierungen ausschlieBlich mit UDP-D-Glucose
durchgefuhrt wurden, durfte es dariber hinaus noch weitere Enzyme geben, die

neben UDP-D-Glucose auch andere Zucker akzeptieren.

1.1.14 Konsensussequenz (PSPG-Box)

Glycosyltransferasen des pflanzlichen Sekundarstoffwechsels weisen in der
Nahe des C-Terminus mit der Plant Secondary Product Glycosyltransferase
Box (PSPG-Box, Abb. 2) eine hochkonservierte Sequenz auf (Hughes und
Hughes, 1994). Die 44 Aminosauren grof3e PSPG-Box beinhaltet eine N-termi-
nale Erweiterung der urspringlich fur alle UDP-Glycosyltransferasen vorge-
schlagenen Konsensussequenz (Mackenzie et al., 1997). Daneben sind auch
zwei einzelne Aminosauren aulderhalb des C-terminalen Endes der PSPG-Box
hochkonserviert (Gachon et al., 2005). Mit Ausnahme der PSPG-Box weisen
pflanzliche Glycosyltransferasen nur relativ geringe Sequenzhomologien auf
(Vogt und Jones, 2000).

> 90 % >80 %
Plant Secondary Product Glycosyltransferase Box (PSPG-Box)

L

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

UDP-Glycosyltransferase Motiv

Abbildung 2: Plant Secondary Product Glycosyltransferase Box (PSPG-Box) der Glyco-
syltransferasen des pflanzlichen Sekundarstoffwechsels (Aminosauren 1-44). Daneben ist auch
das allgemeine Motiv der UDP-Glycosyltransferasen (Aminosduren 19-44) angegeben
(Mackenzie et al., 1997). Die Buchstabengrofle ist ein Mal3, wie hoch die entsprechende

Aminosaure konserviert ist (Gachon et al., 2005).

1.1.1.5 Struktur und Mechanismus

Die erste Kristallstruktur einer pflanzlichen Glycosyltransferase wurde erst kurz-
lich vorgestellt. Es handelt sich dabei um die multifunktionelle Tri-
terpen/Flavonoid Glycosyltransferase (UGT71G1) aus Medicago truncatula
(Shao et al., 2005). Etwas spater wurde auch die dreidimensionale Struktur der
UDP-Glucose:Flavonoid 3-O-Glycosyltransferase (VvGT1) aus Vitis vinifera
veroffentlicht (Offen et al., 2006).
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Die Gesamtstruktur der UGT71G1 aus M. truncatula (Abb. 3) setzt sich zu-
sammen aus zwei N- und C-terminalen Domanen mit dhnlichen Rossmann-
Faltungen (Shao et al., 2005). Der N-terminale Bereich besteht aus einem sie-
benstrangigen p-Faltblatt, das beidseitig von acht a-Helices und einem kleinen
zweistrangigen B-Faltblatt umgeben ist. Die C-terminale DOmane beinhaltet ein
sechsstrangiges B-Faltblatt, das von acht a-Helices flankiert wird. Zwischen
beiden Domanen bildet sich eine tiefe Spalte aus, in der UDP gebunden wird.
Obwonhl die Sequenzhomologien zwischen pflanzlichen und bakteriellen Glyco-
syltransferasen mit GT-B Faltung sehr gering sind, weisen beide relativ ahnliche
dreidimensionale Strukturen auf, die auf einen gemeinsamen evolutionaren Ur-

sprung hindeuten.

Abbildung 3: Bandermodell der UGT71G1 aus M. truncatula mit gebundenem UDP. Die N-
terminale Domane ist in orange, die C-terminale Doméane in griin gekennzeichnet. Die Sekun-
darstrukturen sind fir jede Domane einzeln nummeriert. Das UDP Molekill ist als Kugel-Stab-
Modell (Stickstoff: blau, Kohlenstoff: gelb, Sauerstoff: rot, Phosphor: grin) dargestellt (Shao et
al., 2005).
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Wie bereits fruher vermutet wurde, ist die PSPG-Box an der Bindung des
Zucker-Donors (Abb. 4) beteiligt (Vogt und Jones, 2000). In VVGT1 aus V. vini-
fera bildet Trp-332 mit dem Uracil der UDP-D-Glucose einen Sandwich-Kom-
plex (Offen et al., 2006). His-350 und Ser-355 bilden mit den - und a-Phos-
phat-Gruppen der UDP-D-Glucose Wechselwirkungen aus. Asp-374 und Gin-
375 binden an die Hydroxygruppen der D-Glucose. Die einzige Wechselwirkung
zwischen dem Sauerstoffatom 6 der D-Glucose findet mit Thr-141 statt. In
UGT78D1 aus Arabidopsis thaliana ist Thr-141 durch Alanin ersetzt. Interes-
santerweise katalysiert dieses Enzym bevorzugt die Ubertragung von UDP-L-
Rhamnose auf Flavonole (Jones et al., 2003). Dadurch konnte die Funktion von
Thr-141 indirekt bestatigt werden, da L-Rhamnose ein 6-Desoxyzucker ist.
Weitere Interpretationen der Zuckerspezifitat werden aber durch die ungeklarte
Konformation der UDP-L-Rhamnose im Ubergangszustand der Reaktion er-
schwert (Offen et al., 2006).

Abbildung 4: Dreidimensionale Darstellung der Struktur der Zuckerbindungsstelle von VvGT1
aus V. vinifera mit gebundener UDP-2-Desoxy-2-fluor-glucose. Gezeigt werden die an der Bin-

dung des Zucker-Donors beteiligten Aminosauren von VvGT1 (Bowles et al., 2006).

Die Seitenkette His-22 in UGT71G1 von M. truncatula befindet sich in der Nahe
der Akzeptorbindungsstelle und ist essentiell fur den katalytischen Mechanis-
mus (Shao et al., 2005). UGT71G1 bildet aus Quercetin funf verschiedene Pro-

dukte. Ubereinstimmend mit der entscheidenden Funktion von His-22 konnten
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alle funf Hydroxygruppen des Quercetins in raumlicher Nahe zu His-22 gebun-
den werden. Die Bindungsstelle flir den Akzeptor ist entscheidend langer und
grolRer als Quercetin und konnte damit fur die in vitro festgestellte breite Sub-
stratspezifitat verantwortlich sein. Zusammen mit der sauren Seitenkette von
Asp-121 bildet His-22 wahrscheinlich eine Elektronentransferkette. His-22 rea-
giert als Base und deprotoniert die Hydroxygruppe des Akzeptors. Anschlie-
Rend wird das Proton an Asp-121 weitergeleitet. Das gebildete Oxyanion des
Akzeptors greift dann nucleophil das C1-Kohlenstoffatom der UDP-D-Glucose
an und ersetzt UDP. Zielgerichtete Mutagenese, bei der His-22 oder Asp-121
durch Alanin ersetzt wurden, flhrte zu einem vollstandigen Verlust der enzyma-
tischen Aktivitat. Dieser Reaktionsmechanismus konnte auch durch die Aufkla-
rung der Kristallstruktur der VvGT1 bestatigt werden (Offen et al., 2006).

1.1.2 Strategien zur Untersuchung pflanzlicher Glycosyltransferasen

1.1.2.1 Biochemische in vitro Charakterisierung

Die klassische Methode zur Untersuchung pflanzlicher Glycosyltransferasen ist
die Aufreinigung des entsprechenden Proteins mit anschlielRender biochemi-
scher Charakterisierung (Vogt und Jones, 2000). Allerdings sind Glyco-
syltransferasen meist nur in geringen Mengen vorhanden und relativ instabil, so
dass eine Aufreinigung oft sehr mihsam ist. Zum anderen ist eine Charakteri-
sierung des aufgereinigten Proteins problematisch, da Verunreinigungen mit
anderen Enzymen oft nicht ausgeschlossen werden kénnen. Dies kann dazu
fuhren, dass einer Glycosyltransferase falschlicherweise eine zu breite Sub-
stratspezifitat zugeschrieben wird. Ein Beispiel, bei dem zunachst das Protein
erfolgreich isoliert und anschlie3end teilweise sequenziert wurde, ist die 1,2-
Rhamnosyltransferase aus Zitrusfriichten (Frydman et al., 2004).

Einen anderen Ansatz stellt die Klonierung und heterologe Expression des
betreffenden Proteins dar. Die erste Gensequenz einer pflanzlichen Glyco-
syltransferase wurde durch Transposonmutagenese aus Mais isoliert (Fedoroff
et al., 1984). Seither ist es moglich, aufgrund von Sequenzhomologien in cDNA-
Bibliotheken nach potentiellen Glycosyltransferase-Sequenzen zu suchen. Ein
entscheidender Fortschritt war die Identifizierung der konservierten PSPG-Box
(Hughes und Hughes, 1994). Damit kdnnen einerseits cDNA-Bibliotheken nach
pflanzlichen Glycosyltransferasen durchsucht werden, zum anderen eignet sich

dieser Bereich auch zur Konstruktion degenerierter Primer (Vogt, 2000). Bei-
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spielsweise wurde die UDP-Glucose:Flavonoid 3-O-Glycosyltransferase aus
Vitis vinifera (VvGT1) aufgrund von Sequenzhomologien in einer cDNA-Biblio-
thek aus Shiraz-Trauben identifiziert und eine Crocetin Glucosyltransferase aus
Crocus sativus mit Hilfe degenerierter Primer erfolgreich kloniert (Ford et al.,
1998; Moraga et al., 2004).

1.1.2.2 Vollstandige Sequenzierung pflanzlicher Genome

Die verschiedenen Genomprojekte haben auch fur die Untersuchung pflanzli-
cher Glycosyltransferasen neue Ansatzpunkte geschaffen. Die erste vollstandig
sequenzierte Pflanze war Arabidopsis thaliana (Arabidopsis Genome Initiative,
2000). In ihrem Genom wurden 107 Sequenzen von UDP-Glycosyltransferasen
festgestellt (Bowles, 2002). Auch im Genom von Reis ist eine grolle Glyco-
syltransferase-Familie mit 193 Mitgliedern identifiziert worden, von denen aber
erst eine Glycosyltransferase naher analysiert wurde (Ko et al., 2006).

Die uberraschend hohe Anzahl an Glycosyltransferasen im Genom von A. tha-
liana wurde dagegen bereits umfassend untersucht. Ein phylogenetischer Baum
der Glycosyltransferasen besteht aus 12 Gruppen, die untereinander eine hohe
Ahnlichkeit aufweisen (Li et al., 2001). Auch die genomischen Sequenzen der
Glycosyltransferasen wurden analysiert (Li et al., 2001; Paquette et al., 2003).
Uber die Halfte der Glycosyltransferasen aus A. thaliana weist keine Introns auf.
Nur ein sehr kleiner Teil besitzt mehr als ein Intron.

In den folgenden Jahren wurden fast alle Glycosyltransferasen aus A. thaliana
erfolgreich heterolog exprimiert und gegen das folgende Substratspektrum ge-
testet: Hydroxyzimtsauren (Lim et al., 2001), Hydroxybenzoesauren (Lim et al.,
2002), Hydroxycumarine (Lim et al., 2003a), Quercetin (Lim et al., 2004) und
Monolignole (Lim et al., 2005a). Es wurden auch Enzyme identifiziert, die Pflan-
zenhormone wie Indolessigsaure (Jackson et al., 2001), Cytokinine (Hou et al.,
2004), Abscisinsaure (Lim et al., 2005b) und Brassinosteroide (Poppenberger et
al., 2005) sowie die Xenobiotika 2,4,5-Trichlorphenol (TCP) und 3,4-Dichlor-
anilin (DCA) glycosylieren (Loutre et al.,, 2003). Die hohe Anzahl an Glyco-
syltransferasen flhrt dazu, dass viele Enzyme das gleiche Substrat akzeptieren
(Lim et al., 2004). Dagegen sind nur relativ wenige Enzyme fur die Glycosylie-

rung der Pflanzenhormone zustandig (Bowles et al., 2006).
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1.1.2.3 Funktionelle in vivo Charakterisierung

Die Substratspezifitat in vitro liefert allein noch keine eindeutige Aussage Uber
die Funktion einer Glycosyltransferase. In der Pflanze spielen unter anderem
auch die Regulation der Genexpression und die Verfugbarkeit von Substraten
eine wichtige Rolle (Ross et al., 2001). Deshalb muss eine breite Substratspe-
zifitat in vitro nicht unbedingt eine breite Substratspezifitat in planta bedeuten.
Beispielsweise kann die Beteiligung einer Glycosyltransferase in einem Multi-
enzymkomplex, wie er fur die Flavonoid-Biosynthese vorgeschlagen wurde, die
Substratverfugbarkeit drastisch einschranken (Winkel-Shirley, 1999; Jones und
Vogt, 2001). Daneben spielt in planta auch die Konkurrenz verschiedener En-
zyme um die gleichen Substrate eine Rolle (Bowles et al., 2005).

Deshalb sind integrierte Ansatze notwendig, die die in vitro gewonnenen Daten
mit den Profilen der entsprechenden Metabolite oder der Genexpression korre-
lieren (Achnine et al., 2005; Tohge et al., 2005).

Ein anderer Ansatz ist es, die Genexpression einer Glycosyltransferase in
planta zu erhdohen oder zu erniedrigen. Eine erhdhte Expression konnte durch
die Verwendung eines entsprechenden Promotors wie des 35S-Promotors aus
dem Blumenkohlimosaikvirus (CaMV) erreicht werden (Lim und Bowles, 2004).
Alternativ ist auch der entsprechende Transkriptionsfaktor Uberexprimiert wor-
den (Tohge et al., 2005).

Die Herabregulation oder das vollige Ausschalten eines Gens kann durch ver-
schiedene Methoden erreicht werden. Flr Glycosyltransferasen wurden bisher
antisense-Konstrukte (Chong et al., 2002), T-DNA knock-out Linien (Jones et
al., 2003) und RNA-Interferenz (Husken et al., 2005a) erfolgreich angewendet.

1.1.3 Funktionen von Glycosyltransferasen

1.1.3.1 Regulation der zellularen Homoostasis

Die Glycosylierung verandert grundlegende Molekuleigenschaften der Akzepto-
ren (Bowles et al., 2006). Sekundarmetabolite wie Anthocyane, Glucosinolate
und cyanogene Glycoside werden stabilisiert, wobei der Ubertragene Zucker die
Polaritat des Akzeptormolekils erhéht und somit eine freie Diffusion durch Li-
piddoppelmembranen verhindert. Anthocyane werden als Glutathion-Konjugate
durch eine Glutathion-Pumpe in die Vakuole transportiert (Marss et al., 1995).
Auch ein H™-abhangiger Transport von Glucosiden durch den Tonoplasten

wurde gezeigt (Bartholomew et al., 2002). Bemerkenswert ist, dass das Aglycon
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nicht aufgenommen wurde. Durch die Glycosylierung kann also die zellulare
Lokalisation beeinflusst und die lokale Konzentration eines Metaboliten gesteu-
ert werden (Lim und Bowles, 2004). Jones und Vogt (2001) bezeichneten dies
als eine biologische Markierung, die die Kompartimentierung von Sekundar-
metaboliten steuert. Teilweise kdnnen die Aglyca durch Hydrolasen bedarfs-
weise wieder freigesetzt werden (Vogt und Jones, 2000).

Neben der Stabilisierung von Sekundarmetaboliten ist auch eine Aktivierung
moglich. Einige Glucosyltransferasen Ubertragen D-Glucose auf die Saure-
gruppe von Hydroxyzimtsauren. Die dabei gebildeten Glucose-Ester sind ener-
giereiche Verbindungen, die ein hohes Gruppentbertragungspotential besitzen
(Mock und Strack, 1993). Sie werden deshalb als Biosynthese-Zwischenstufen

und nicht als Endprodukte betrachtet.

1.1.3.2 Biosynthese von Sekundarmetaboliten

Pflanzen konnen eine Vielzahl an Sekundarstoffen bilden, die offenbar keine
direkte Funktion im Stoffwechsel Ubernehmen (Heldt, 2003). Wahrend primare
Metabolite wie Aminosauren oder Fettsauren in allen Pflanzen vorkommen,
weisen viele Pflanzen charakteristische Sekundarmetabolite auf. Meistens
ubernehmen sie okologische Funktionen wie die Anlockung von Insekten und
Tieren oder den Schutz gegen pathogene Mikroorganismen und Herbivoren.
Die grofRe Vielfalt der von Pflanzen synthetisierten Sekundarmetabolite wird vor
allem durch Modifikation eines Grundgeristes mit verschiedenen funktionellen
Gruppen erreicht (Jones und Vogt, 2001). Dabei spielt die enzymatische Uber-
tragung von Hydroxy-, Methoxy-, Carboxygruppen und Zuckern eine entschei-
dende Rolle. So gibt es beispielsweise uber 5000 verschiedene Flavonoide,
und allein von Quercetin sind Uber 300 verschiedene Glycoside bekannt. Es
wird davon ausgegangen, dass die hohe Anzahl an Sekundarmetaboliten den
Pflanzen die flexible Anpassung an verschiedene Umwelteinflisse ermdglicht
(Bowles et al., 2006).

Flavonoide

Einer der am besten untersuchten Bereiche ist die Glycosylierung der Flavo-
noide. Anthocyane (vgl. 1.2.2.3, Abb. 8) sind die Pigmente zahlreicher Fruchte
und Blaten und ihre Biosynthese wurde in vielen Pflanzen intensiv untersucht.

Im Allgemeinen wird angenommen, dass zunachst UDP-D-Glucose auf Position
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3 der Anthocyanidine Ubertragen wird, wodurch das erste stabile Pigment
entsteht. Ein entsprechendes Enzym wurde unter anderem aus Vitis vinifera
isoliert (Ford et al., 1988). In Perilla frutescens und Verbena hybrida sind
Anthocyan 5-Glucosyltransferasen beschrieben worden, die ein weiteres
Molekul D-Glucose auf Position 5 eines Anthocyanidin-3-glucosids ubertragen
(Yamazaki et al., 1999). Fukuchi-Mizutani et al. (2003) berichteten von einer
Anthocyan 3’-Glucosyltransferase, die D-Glucose auf Position 3’ des B-Rings
von Anthocyanidin-3,5-diglucosiden ubertragt und somit ein Triglucosid bildet.
Auch auf eine Position des Anthocyanidin-Grundgerists kdnnen mehrere
Zuckermolekule transferiert werden. In Petunia hybrida fihrt dies zur Bildung
von Anthocyanidin-3-rutinosiden und in Ipomea nil zu Anthocyanidin-3-sophoro-
siden (Brugliera et al., 1994; Kroon et al., 1994; Morita et al., 2005). In Rosa
hybrida wurde dagegen ein neuartiges Enzym beschrieben, dass sequentiell
zwei Moleklle D-Glucose ubertragt und die Bildung von instabilem Cyanidin-5-
glucosid und stabilem Cyanidin-3,5-diglucosid katalysiert (Ogata et al., 2005).
Interessanterweise akzeptierte die aus Dorotheanthus bellidiformis isolierte
UDP-Glucose:Betanidin-6-Glucosyltransferase nicht nur das native Substrat
Betanidin, sondern auch Cyanidin (Vogt et al., 1997). Dies ist bemerkenswert,
da sich die Farbstoffe der Betacyane und Anthocyane in ihrem Vorkommen
gegenseitig ausschlie3en.

In der Regel wird zunachst das Flavonoid-Grundgerust synthetisiert, bevor Gly-
cosyltransferasen Zucker auf bestimmte Hydroxygruppen Ubertragen (vgl.
1.2.2.4, Abb. 9). Flavonol-3-glycosyltransferasen sind aus vielen Organismen
bekannt. In Pollen machen Flavonole 2-5 % des Trockengewichtes aus (Bowles
et al., 2006). In Mais und P. hybrida beeinflussen Flavonole entscheidend die
Entwicklungsfahigkeit der Pollen. Die in den Pollen von P. hybrida exprimierte
UDP-Galactose:Flavonoid-3-O-Galactosyltransferase ubernimmt eine wichtige
Rolle bei der Regulation der Konzentration des aktiven Aglycons (Miller et al.,
1999). Das erste Gen einer Flavonoid-7-glucosyltransferase wurde aus einer
Zellkultur von Scutellaria baicalensis isoliert (Hirotani et al., 2000). Das entspre-
chende rekombinante Enzym transferiert D-Glucose auf Position 7 von Kampfe-
rol, Baicalein und anderen Flavonoiden. Es wurden auch Enzyme beschrieben,
die weniger regiospezifisch sind und Zucker auf verschiedene Hydroxygruppen
ubertragen. UGT73G1 aus Allium cepa bildet beispielsweise aus Quercetin drei

verschiedene Monoglucoside und zwei verschiedene Diglucoside, wobei die
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Positionen 3, 4’ und 7 glucosyliert werden (Kramer et al., 2003). Jones et al.
(2003) isolierten eine UDP-Rhamose:Flavonol-3-O-rhamnosyltransferase und
eine UDP-Glucose:Flavonol-3-0O-glucosid-7-O-glucosyltransferase aus Arabi-
dopsis thaliana und konnten die Beteiligung beider Enzyme an der Biosynthese
der entsprechenden Flavonole durch T-DNA knock-out Linien bestatigen. Eine
Besonderheit stellt die Biosynthese der gelben Aurone in der Zierpflanze
Antirrhinum majus dar (Ono et al., 2006). Hier wird das entsprechende Chalcon
an Position 4’ glucosyliert, anschlieRend in die Vakuole transportiert und dort
enzymatisch in Auron-6-glucosid umgewandelt. Die Glycosylierung ist in diesem
Fall also nicht der terminale Schritt in der Biosynthese. Eine Chalcon-2’-
glucosyltransferase wurde auch aus den gelben Blutenblattern von Dianthus

caryophyllus kloniert (Ogata et al., 2004).

Phenylpropanoide

Zahlreiche Glycosyltransferasen akzeptieren Monolignole, Hydroxyzimtsauren
und Hydroxybenzoesauren (1.2.2.5, Abb. 10) als Substrate. Enthalt eine Ver-
bindung sowohl eine Hydroxy- als auch eine Sauregruppe, so ist der Transfer
des Zuckers prinzipiell auf beide Gruppen mdoglich. Die entstehenden energie-
reichen Zucker-Ester werden als Vorlaufer weiterer Sekundarmetabolite wie
dem ungeniefRbaren Sinapoylcholin und dem UV-Schutzstoff Sinapoylmalat be-
trachtet. Eine entsprechende UDP-Glucose:Sinapat Glucosyltransferase aus
Brassica napus ist ausfuhrlich beschrieben worden (Milkowski et al., 2004).

Aus A. thaliana wurden mehrere Glycosyltransferasen kloniert, die neben
Hydroxyzimtsauren vor allem als Lignin-Vorlaufer betrachtete Monolignole in
vitro glucosylieren (Lim et al., 2005a). Diese Ergebnisse konnten durch He-
rabregulation und Uberexpression der entsprechenden Gene in transgenen
A. thaliana bestatigt werden (Lanot et al., 2006).

Terpene

Aus Kartoffeln wurde eine Glucosyltransferase kloniert, die verschiedene
Steroidalkaloide wie Solanidin und Tomatidin in vitro glucosyliert (Moehs et al.,
1997). Der entsprechende Klon wurde aus einer cDNA Datenbank aufgrund der
unterschiedlichen Toxizitat des Aglycons und des Glucosids isoliert. Als Selek-

tionsmarker wurde das toxische Aglycon Solasodin verwendet. Nur der Klon mit
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der entsprechenden Glycosyltransferaseaktivitat konnte auf den Platten wach-
sen.

In der Modellpflanze Medicago truncatula sind zwei Glycosyltransferasen nach-
gewiesen worden, die an der Biosynthese der Saponine beteiligt sind (Achnine
et al.,, 2005). Obwohl UGT71G1 in vitro bevorzugt Quercetin und bestimmte
Isoflavone glucosyliert, konnte durch die integrierte Untersuchung von
Transkripten und Metaboliten gezeigt werden, dass UGT71G1 in vivo die Bio-
synthese von Saponinen katalysiert.

Aus Avena sativa wurde eine UDP-Glucose:Sterol Glucosyltransferase kloniert
und heterolog exprimiert, wobei das rekombinante und das aufgereinigte Enzym
in vitro die selben Substrate B-Sitosterol, Stigmasterol, Cholesterol und Ergo-
sterol akzeptierten (Warnecke und Heinz, 1994; Warnecke et al., 1997). Unge-
wohnlich ist, dass es sich nicht um ein cytosolisches, sondern um ein mem-

brangebundenes Enzym handelt.

Geschmacksstoffe

Einige Zitrusfrichte wie Grapefruit und Pampelmuse enthalten bitter
schmeckende Flavanon-7-neohesperidoside, wahrend andere Sorten die
geschmacklosen Flavanon-7-rutinoside enthalten. Der geschmacksbestim-
mende Schritt ist also der positionsspezifische Transfer von L-Rhamnose auf
das Flavanon-7-glucosid. Das Enzym Cm1,2RhaT wurde aus Citrus maxima
kloniert und katalysiert in vitro die Bildung des bitter schmeckenden Flavanon-7-
neohesperidosids (Frydman et al., 2004). Die Expression des entsprechenden
Gens wurde nur in bitteren Zitrusfrichten nachgewiesen und zeigt in der Pam-
pelmuse eine reifeabhangige Expression entsprechend des Gehalts an Flava-
non-7-neohesperidosid.

Die Blatter von Stevia rebaudiana enthalten eine Mischung verschiedener stif3er
Glycoside. Eine der Hauptkomponenten Rebaudiosid A enthalt vier Molekule
Glucose. Aus einer EST-Bibliothek wurden drei Glycosyltransferasen identifi-
ziert, die das Aglycon Steviol oder ein Steviolglucosid in vitro regioselektiv glu-

cosylieren (Richman et al., 2005).
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1.1.3.3 Beteiligung in der Pflanzenabwehr

Induzierbare Glycosyltransferasen

Die Addition eines Zuckers reduziert in der Regel die Toxizitat eines Fremd-
stoffs, erhdht die Wasserloslichkeit und ermdglicht die Lagerung des Glycosids
in der Vakuole (Jones und Vogt, 2001). So wandelt UGT72B1 aus Arabidopsis
thaliana unter anderem die Schadstoffe 3,4-Dichloranilin (DCA) und 2,4,5-
Trichlorphenol (TCP) effektiv in N- und O-Glucoside um (Loutre et al., 2003).
Die Expression des entsprechenden Gens wird durch Pflanzenschutzmittel in-
duziert. In A. thaliana Mutanten mit einer Insertion im UGT72B1-Gen ist eine
deutlich verringerte Fahigkeit festgestellt worden, DCA und TCP zu konjugieren
(Brazier-Hicks und Edwards, 2005). In entsprechenden Wurzelzellkulturen war
allerdings nur der Metabolismus von DCA verandert. Offenbar sind andere Gly-
cosyltransferasen in der Lage, TCP zu konjugieren und fehlendes UGT72B1 zu
kompensieren.

Fusarien sind Pflanzenpathogene, die das Mykotoxin Desoxynivalenol (DON)
produzieren, das wahrscheinlich als Virulenzfaktor fungiert und auch fur
Mensch und Tier toxisch ist. Aus A. thaliana wurde UGT73C5 isoliert, die DON
an Position 3 glucosyliert und somit inaktiviert (Poppenberger et al., 2003). Die
Expression des entsprechenden Gens wird durch DON, aber auch durch Sali-
cylsaure, Ethylen und Jasmonat induziert. Pflanzen mit konstitutiv Uberexpri-
mierter UGT73C5 wiesen eine erhdhte Toleranz gegen DON auf.

In Zellkulturen von Nicotiana tabacum sind eine Reihe multifunktioneller Glyco-
syltransferasen beschrieben worden, die Flavonoide, Hydroxycumarine und
nicht naturlich vorkommende Naphthole in vitro glucosylieren und deren Ex-
pression durch Naphthole oder Salicylsdure induziert werden kann (Taguchi et
al., 2001, 2003a und 2003b).

Salicylsaure ist ein wichtiges Signalmolekil in pflanzlichen Abwehrmechanis-
men. Eine Glycosyltransferase, die sowohl das Glucosid als auch den Glucose-
Ester von Salicylsaure in vitro bildet, wurde aus Tabak kloniert (Lee und Raskin,
1999). Das rekombinante Enzym akzeptiert aber auch andere Phenole und
Benzoesaure ist das beste Substrat in vitro. Die Expression des entsprechen-
den Gens wird durch Salicylsaure und inkompatible Pathogene induziert. Ob-
wohl in A. thaliana 14 Glycosyltransferasen identifiziert wurden, die Benzoate
akzeptieren, setzen davon nur zwei Enzyme bevorzugt Salicylsaure um (Lim et
al., 2002). UGT74F1 bildet ausschliel3lich das Glucosid, wahrend UGT74F2
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eine hohere Aktivitat fur den Glucose-Ester und eine geringere Aktivitat fur das
Glucosid aufweist.

Aus Tabak konnten durch Infektion, Phytoalexine und Salicylsaure induzierbare
Glycosyltransferasen (TOGT) kloniert werden, die in vitro Flavonoide, Hydroxy-
cumarine und Hydroxyzimtsauren glucosylieren (Horvath und Chua, 1996;
Fraissinet-Tachet et al., 1998; Vogt et al., 1999). Tabakpflanzen, die antisense
RNA von TOGT1 exprimierten, wiesen erniedrigte Gehalte an glucosidisch ge-
bundenem Scopolin auf (Chong et al., 2002). Uberraschenderweise waren auch
die Gehalte an freiem Scopoletin erniedrigt. Diese verringerten Konzentrationen
gingen mit einer verminderten Resistenz gegen den Tabakmosaikvirus einher.
Eine Uberexpression von TOGTT1 in transgenen Tabakpflanzen fiihrte zu wider-
spruchlichen Ergebnissen. Es wurden zwar erhdhte Gehalte von Scopoletin und
Scopolin in transgenen Pflanzen nachgewiesen, aber die Anzahl an Tabak-
mosaikviren war in den L&sionen nach der Infektion unverandert. Daraus
schlossen Gachon et al. (2004), dass die Resistenz gegen den Tabakmosaik-
virus nicht erhdht wird. Dagegen konnte gezeigt werden, dass transgene Ta-
bakpflanzen mit TOGT1 Uberexpression nach Infektion mit dem Kartoffelvirus Y
einen verringerten Gehalt an Virushullprotein in den Lasionen aufweisen
(Matros und Mock, 2004).

Vorgebildete Pflanzenabwehrstoffe

Pflanzen synthetisieren eine Reihe von Verbindungen wie Saponine, cyano-
gene Glucoside und Glucosinolate, die als inaktive Vorlaufer von Pflanzenab-
wehrstoffen vor allem in der Vakuole gelagert werden (Osbourn, 1996). Bei ei-
ner Verletzung des Gewebes, z. B. durch den Angriff eines pathogenen Mikro-
organismus, werden sie als Folge der Dekompartimentierung freigesetzt.
Glucosinolate kommen fast ausschlieBlich in der Familie der Brassicaceae vor.
Die Zerstorung des pflanzlichen Gewebes fuhrt zur Hydrolyse und zur Entste-
hung bioaktiver Verbindungen wie Isothiocyanate, Thiocyanate und Nitrile, die
mit pflanzlichen Abwehrmechanismen gegen Krankheitserreger und Herbivoren
in Verbindung gebracht werden. UGT74B1 aus A. thaliana glucosyliert in vitro
Phenylacetothiohydroximat (PATH) und bildet das entsprechende Thioglucosid
(Grubb et al., 2004). A. thaliana Mutanten ohne funktionelle UGT74B1 weisen

erniedrigte Glucosinolat-Konzentrationen und einen Phanotyp auf, der mit er-
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hdhten Auxin-Konzentrationen und der Toxizitdat der Aglyca in Verbindung
gebracht werden kann.

Benzoxazinoide sind haufige Sekundarmetabolite in Grasern (von Rad et al.,
2001). In Roggen kommt hauptsachlich 2,4-Dihydroxy-2H-1,4-benzoxazin-
3(4H)-on (DIBOA) und in Mais und Weizen das Methoxyderivat 2,4-Dihydroxy-
7-methoxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-on (DIMBOA) vor. Beide Metabolite wer-
den als inaktive Glucoside in der Vakuole gelagert und bei der Zerstorung des
Zellverbandes durch Herbivoren oder Pathogene durch enzymatische Hydro-
lyse freigesetzt. Aus Mais wurden zwei Glycosyltransferasen kloniert, die spezi-
fisch DIBOA und DIMBOA glucosylieren und wenig Ahnlichkeit zu anderen be-
kannten Glycosyltransferasen aufweisen. Die Uberexpression in A. thaliana
fuhrte zu einer erhohten Toleranz gegen exogen appliziertes DIBOA und
DIMBOA.

1.1.3.4 Regulation von Pflanzenhormonen

Alle klassischen Pflanzenhormone auler Ethylen kommen auch als Glycoside
vor, allerdings wurden fur Gibellerinsdure und Jasmonat noch keine entspre-
chenden Glycosyltransferasen beschrieben (Bowles et al., 2006).

Die erste Glucosyltransferase, die das Pflanzenhormon Indolessigsaure gluco-
syliert, wurde aus Mais kloniert (Szerszen et al., 1994). Es wird angenommen,
dass das entstehende Produkt eine Vorstufe des myo-Inositol-Konjugats ist,
das in Mais die vorherrschende Lagerungsform darstellt. Auch in Arabidopsis
thaliana wurde eine Glycosyltransferase mit hoher Aktivitat gegen Indolessig-
saure identifiziert (Jackson et al., 2001). Das rekombinante Protein katalysiert
die Bildung eines Glucose-Esters und wurde biochemisch charakterisiert. Die
Uberexpression des entsprechenden Gens in A. thaliana filhrte zu erhdhten
Gehalten des Glucose-Esters und einem Auxin-defizienten Phanotyp (Jackson
et al., 2002). Erstaunlicherweise war aber auch der Gehalt an freiem Auxin er-
hoht. Die Ergebnisse zeigen, dass die entsprechende Glucosyltransferase eine
wichtige Rolle fur die Auxin-Homdostasis spielt.

Zeatin ist das haufigste und aktivste Cytokinin und kommt in cis- und frans-
Konfiguration vor. Die Zeatin-O-glucoside werden als Transport- und Lage-
rungsform gesehen, die Zeatin vor enzymatischem Abbau schitzen sollen. Eine
Glucosyltransferase aus Phaseolus lunatus setzt spezifisch trans-Zeatin um,

wahrend ein homologes Enzym aus Mais ausschlielllich cis-Zeatin akzeptiert
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(Martin et al., 1999b und 2001). Aus A. thaliana wurden Glycosyltransferasen
kloniert, die in vitro sowohl N-Glucoside wie auch O-Glucoside von trans-Zeatin
und anderen Cytokininen bilden (Hou et al., 2004). Die Aktivitat der UGT76CA1,
die N-Glucoside synthetisiert, konnte in transgenen A. thaliana Pflanzen mit
konstitutiver Uberexpression bestatigt werden.

Das bevorzugte Substrate einer Abscisinsaure (ABA) Glucosyltransferase aus
Vigna angularis war 2-trans-(+)-ABA (Xu et al., 2002). Das entsprechende Gen
wird durch ABA, Wasserstress und Verletzung induziert. Das Genom von
A. thaliana beinhaltet acht Sequenzen, die flr Glycosyltransferasen codieren,
die Abscisinsaure akzeptieren (Lim et al., 2005b). Hervorzuheben ist, dass
UGT71B6 enantioselektiv ausschlieRlich (+)-ABA glucosyliert.

Die einzige Glycosyltransferase, die Brassinosteroide glucosyliert, wurde aus
A. thaliana kloniert (Poppenberger et al., 2005). UGT73C5 katalysiert die Uber-
tragung von D-Glucose auf die Hydroxygruppe an Position 23 von Brassinolid
und Castasteron. Pflanzen mit erhdhter Expression von UGT73C5 weisen einen
Brassinosteroid-defizienten Phanotyp auf, der durch Applikation von aktiven
Brassinosteroiden rickgangig gemacht werden konnte. In transgenen Pflanzen,
in denen die Expression von UGT73C5 durch RNA-Interferenz herabreguliert
wurde, konnte auch nach Futterungsexperimenten kein Brassinosteroid-23-
glucosid detektiert werden. UGT73C5 glucosyliert also auch in planta Bras-

sinosteroide.

1.1.4 Anwendungsmdéglichkeiten pflanzlicher Glycosyltransferasen

1.1.4.1 Biokatalyse

Die Biofunktionalitat vieler Molekule wird durch Glycosylierung positiv beein-
flusst, indem Wasserldslichkeit und Stabilitat erhdht werden (Lim, 2005). So-
wohl die Isolierung als auch die chemische Synthese naturlicher Glycoside er-
fordert aber einen groRen Aufwand und resultiert zumeist in niedrigen Ausbeu-
ten (Arend et al.,, 2001). Alternativ konnen Glycoside mit Hilfe von Glyco-
syltransferasen biosynthetisiert werden. Ein Vorteil pflanzlicher Glycosyltrans-
ferasen ist die hohe Regioselektivitat. Prinzipiell werden Glycosyltransferasen in
vitro als aufgereinigte rekombinante Enzyme oder in vivo in pflanzlichen oder
bakteriellen Systemen verwendet. Rekombinante Enzyme k&nnen immobilisiert
und damit wiederverwendet werden, allerdings stellt die Verfugbarkeit und der

Preis der notwendigen aktivierten Zucker einen beschrankenden Faktor dar.
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Dagegen konnen pflanzliche und bakterielle in vivo Systeme endogene Zucker-
donoren zur Verfigung stellen. In Pflanzenzellen werden die D-Glucoside aller-
dings haufig in die Vakuole transportiert, was eine kontinuierliche Produktion
verhindert und eine aufwandigere Extraktion nétig macht (Lim, 2005). Durch die
Verwendung von Escherichia coli Zellen, die sowohl ein Glycosyltransferase-
Gen als auch RHM1 exprimieren, kénnen in bakteriellen Systemen auch
L-Rhamnoside synthetisiert werden (Lim et al., 2006).

Die multifunktionelle Arbutin-Synthase aus Rauvolfia serpentina lasst sich rela-
tiv einfach heterolog exprimieren und aufreinigen (Hefner et al., 2002). Sie ka-
talysiert in vitro die Bildung einer Reihe von ékonomisch bedeutenden D-Gluco-
siden, unter anderem das in Kosmetika verwendete Arbutin (Arend et al., 2001).
Da Bakterien einen endogenen Vorrat an UDP-D-Glucose besitzen, konnen die
D-Glucoside auch einfach in vivo synthetisiert werden. Weil die Reaktionspro-
dukte ins Medium sekretiert werden, ist eine komplizierte Aufreinigung nicht
notwendig.

Ein Beispiel fur die Anwendung eines pflanzlichen in vivo Systems ist die Glu-
cosylierung von Curcumin durch flissige Zellkulturen von Catharanthus roseus
(Kaminaga et al., 2003). Durch die Bildung neuer, nicht in der Natur vorkom-
mender D-Glucoside konnte die Wasserldslichkeit von Curcumin um den Faktor
20 Millionen erhoht werden. Dies ist bedeutsam, da bisher die geringe Wasser-
I6slichkeit der pharmazeutisch interessanten Verbindung ihre Anwendung ein-
geschrankt hat.

Die Glycosyltransferasen von Arabidopsis thaliana wurden auf ihre Fahigkeit hin
untersucht, das wichtige Flavonol Quercetin zu glucosylieren (Lim et al., 2004).
In vitro konnten dabei zum ersten Mal verschiedene Mono- und Diglucoside von
Quercetin synthetisiert werden. Auch bei der in vivo Synthese blieb die Regio-
selektivitat erhalten. Durch die gemeinsame Verwendung von E. coli Stammen,
die rekombinante Glycosyltransferasen und O-Methyltransferasen exprimieren,
sind polymethylierte Flavonolglucoside in vivo synthetisiert worden (Willits et al.,
2004).

Der komplette Anthocyan-Biosyntheseweg (vgl. 1.2.2.2) inklusive einer UDP-
Glucose:Flavonoid 3-O-Glucosyltransferase aus Petunia hybrida wurde eben-
falls in E. coli kloniert, wodurch die gentechnisch veranderten Zellen aus Narin-
genin und Eriodictyol die entsprechenden Anthocyane Pelargonidin-3-glucosid

und Cyanidin-3-glucosid synthetisieren konnten (Yan et al., 2005).
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1.1.4.2 Metabolic Engineering in Pflanzen

Durch die Herabregulation, Uberexpression oder die Einflihrung neuer Gene in
Pflanzen kann der Sekundarmetabolismus gezielt beeinflusst werden. Maogliche
Beispiele sind die Erhdhung der Resistenz gegen pathogene Mikroorganismen,
Herbivoren und Xenobiotika oder die gezielte Veranderung der Blitenfarbe be-
stimmter Zierpflanzen. Die Gehalte erwinschter und unerwtinschter Sekundar-
metabolite konnen ebenfalls entsprechend gesteuert werden.

Der komplette Biosyntheseweg fur das cyanogene Glucosid Dhurrin mit der
entsprechenden UDP-Glucose:p-Hydroxymandelonitrile-O-glucosyltransferase
wurde aus Sorghum bicolor in Arabidopsis thaliana Ubertragen (Jones et al.,
1999; Tattersall et al., 2001; Kristensen et al., 2005). Die transgenen Arabi-
dopsis Pflanzen enthielten bis zu 4 % Dhurrin bezogen auf das Trockengewicht
und wiesen eine erhohte Resistenz gegen Phyllotreta nemorum auf. Die
Transformation mit der Glycosyltransferase aus S. bicolor war essentiell, da
keine der Uber 100 endogenen Glycosyltransferasen von A. thaliana p-Hydroxy-
mandelonitril in Dhurrin umwandeln konnte.

Brassica napus ist die wichtigste Ol-liefernde Pflanze der geméaRigten Breiten.
Der nach der Extraktion des Ols erhaltene Riickstand enthalt etwa 40 % wert-
volles Protein, aber auch ungeniel3bare phenolische Verbindungen wie Sina-
poylcholin. Durch RNA-Interferenz konnte die Expression einer UDP-Glu-
cose:Sinapat Glucosyltransferase herabreguliert werden, die an der Biosyn-
these des Sinapinsaureglucose-Esters beteiligt ist (Hlsken et al., 2005a). Diese
energiereiche Verbindung ist die biochemische Vorstufe von Sinapoylcholin in
Raps. Dadurch konnte der Gehalt an unerwinschten Sinapat-Estern um bis zu
62 % erniedrigt werden. Durch die gleichzeitige Expression einer Stilben-
Synthase aus Vitis vinifera wurden Raps-Pflanzen erzeugt, die bis zu 361 ug/g
Resveratrolglucosid (Piceid) in den Samen enthielten (Hisken et al., 2005b).
Sowohl Sinapoylcholin als auch Resveratrol gehen auf den Vorlaufer p-Cumar-
saure zuruck, der durch die Expression der Stilben-Synthase in einen neuen
Biosyntheseweg umgeleitet wird. Dadurch konnte der Gehalt eines uner-
wlnschten Metaboliten (Sinapoylcholin) verringert und gleichzeitig ein neuer
Sekundarstoff mit positiven Erndhrungseigenschaften (Piceid) eingefuhrt wer-
den.

Viele wichtige Zierpflanzen wie Geranien und Alpenveilchen sind nicht mit gel-

ben Blutenfarben erhaltlich. Aurone sind intensiv gelb gefarbte Flavonoide, die
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beispielsweise dem Lowenmaulchen ihre gelbe Farbe verleihen. Durch die Ex-
pression der Auron-Biosynthesegene Chalcon 4’-Glucosyltransferase und
Aureusidin-Synthase und der gleichzeitigen Herabregulation der Anthocyan-
Biosynthese durch RNA-Interferenz konnten transgene Torenia hybrida Bliten

mit gelber Farbe erzeugt werden (Ono et al., 2006).

1.2 Die Erdbeere

1.2.1 Botanische Sicht

1.211 Arten und Sorten

Erdbeeren gehoéren zur Gattung Fragaria in der Familie der Rosaceae
(Hancock, 1999). Die in Europa heimische Wildform ist die diploide Walderd-
beere F. vesca. Sie zeichnet sich durch ihre tiefrote Farbe und ihr intensives
Aroma aus. Bereits vor 2000 Jahren wurde sie von Griechen und Romern an-
gebaut.

Die wichtigste Erdbeere ist heute die oktaploide Kulturerdbeere F. x ananassa
(Hancock, 1999). Sie entstand aus einer zufalligen Kreuzung der amerikani-
schen Wildformen F. chiloensis und F. virginiana Mitte des 18. Jahrhunderts.
Aufgrund lhres Aromas wurde sie von dem franzdsischen Botaniker Antoine
Nicholas Duchesne Ananaserdbeere genannt. Sie vereinte die Widerstands-
fahigkeit und Produktivitat der F. virginiana mit der Gro3e der Fruchte von
F. chiloensis.

In der Folgezeit wurden kontinuierlich neue Sorten gezichtet. In den warmen
Klimaten dominieren heute weltweit die in Kalifornien gezichteten Varietaten
wie Camarosa und Chandler (Hancock, 1999). In den kalteren Anbaugebieten
herrschen lokale Sorten vor. Hier hat die Varietat Elsanta internationale Be-

deutung erlangt.

1.2.1.2 Morphologie und Anatomie

Erdbeeren sind mehrjahrige krautige Pflanzen mit einem zentralen Vegetations-
kegel, aus dem Blatter, Wurzeln, Auslaufer und Blltenstande hervorgehen
(Hancock, 1999). Blatter und Wurzeln zeigen den fur Dikotyledonen typischen
Aufbau. Die Auslaufer bestehen in der Regel aus zwei Nodien, wobei die
Tochterpflanze am zweiten Nodium gebildet wird.

Die Erdbeerblite setzt sich aus zehn Kelchblattern, finf Blutenblattern, 20 bis

30 Staubblattern und einer Vielzahl von Stempeln zusammen (Hancock, 1999;
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Abb. 5A). Die Bliten werden von Insekten, vor allem Honigbienen (Apis melli-
fera) bestaubt und nach weiteren ein bis zwei Tagen befruchtet. Die umgangs-
sprachlich als Frichte bezeichneten Aggregate sind im botanischen Sinne
Sammelnussfrichte (Abb. 5B). Den eigentlichen geniel3baren Teil stellt der ver-
dickte Blitenboden dar (Franke, 1997). Er besteht aus weilllichem Mark und
der durch Anthocyane rot gefarbten Rinde. Die Nusschen, die auch Achanen
genannt werden und in die Epidermis des Blitenbodens eingebettet sind, stel-
len die echten Frichte dar (Hancock, 1999). Sie werden von den Leitbtundeln,
die den Blutenboden durchziehen, mit Nahrstoffen versorgt (Perkins-Veazie,
1995). Sowohl Achanen wie auch Leitblindel sind stark lignifiziert (Suutarinen et
al., 1998). In dieser Arbeit wird aus Grunden der Verstandlichkeit die gesamte

Sammelnussfrucht als Erdbeerfrucht bezeichnet.

A B
Stempel Blitenboden )
Blitenblatt /__,\,Q_x___—',?ﬂ Achine Blitenboden

Staubblatt LA

K-I‘(elchblatt D
Staubblatt m

Kelchblatt

Abbildung 5: Blite (A) und Frucht (B) der Erdbeere (Hancock, 1999).

1.2.1.3 Fruchtwachstum und Fruchtreifung

Die Zeit von der Blute bis zur Ernte der reifen Frichte betragt etwa 30 Tage,
wobei verschiedene Stadien des Fruchtwachstums und der Fruchtreifung unter-
schieden werden konnen (Abb. 6). Die Zellen der Rinde tragen den grofdten Teil
zum Wachstum der Frichte bei (Hancock, 1999). Etwa 15 bis 20 % des
Wachstums lassen sich auf Zellteilung zurickfuhren, der Uberwiegende Rest
wird durch VergrélRerung bestehender Zellen erreicht. Das in den Achanen ge-
bildete Auxin kontrolliert in erster Linie das Wachstum des Blitenbodens. Das
Entfernen von Achanen in fruhen Entwicklungsphasen flhrt zu einem Wachs-
tum des Blatenbodens nur in der Umgebung der verbliebenen Achanen. Nach
Applikation des synthetischen Auxins 1-Naphthalinessigsaure (NAA) wird das

Wachstum fortgesetzt.
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G1 G2 R

Abbildung 6: Wachstums- und Reifestadien der Erdbeerfrucht. Zu sehen sind kleine griine
(G1), mittelgroRe griine (G2), groRe grine (G3), weille (W), pinkfarbene (P) und reife rote
Frichte (R).

Die Reifung der Erdbeerfrucht geht mit der Synthese von farbgebenden Antho-
cyanen und der Erweichung der Textur einher. Man unterscheidet gewohnlich
zwischen klimakterischen (z. B. Tomate und Banane) und nicht-klimakterischen
(z. B. Zitrusfriichte und Trauben) Frichten (Perkins-Veazie, 1995; Giovannoni,
2001). Erstere weisen wahrend der Fruchtreifung einen gleichzeitigen Anstieg
der Ethylenproduktion und Respiration auf. Erdbeeren werden im Allgemeinen
zu den nicht-klimakterischen Friichten gezahlt, da sie nur sehr geringe Mengen
Ethylen produzieren und die Fruchtreifung von exogenem Ethylen kaum beein-
flusst wird (Hancock, 1999). Unter den nicht-klimakterischen Frachten wird die
Erdbeere haufig als Modellorganismus zur Untersuchung der Fruchtreifung he-
rangezogen (Giovannoni, 2001).

Bei der Fruchtreifung der Erdbeere spielt vielmehr das Pflanzenhormon Auxin
eine entscheidende Rolle (Perkins-Veazie, 1995). Der hochste Gehalt an Auxin
wird in Achanen und Blutenboden von fast weiRen Frichten detektiert und die-
ser fallt im Blutenboden anschlielend stark ab. Dieser Abfall der Auxin-
konzentration 16st den Beginn der Fruchtreifung aus (Given et al., 1988a).
Durch das Entfernen der Achanen konnte die Akkumulation von Anthocyanen
beschleunigt werden. Die Anwendung von 1-Naphthalinessigsaure (NAA) fuhrte
dagegen zu einer verlangsamten Fruchtreifung, die durch verzdgerte Antho-
cyanbildung und verlangsamte Erweichung gekennzeichnet war.

Neuere Untersuchungen haben allerdings gezeigt, dass nicht alle reifekorre-
lierten Gene durch Auxin kontrolliert werden. Von 80 verschiedenen reifekorre-
lierten cDNAs waren Uber 60 % (48) unabhangig von Auxin exprimiert (Aharoni
et al., 2002). Es wird diskutiert, dass auch oxidativer Stress und die Entwicklung

des Gefallsystems wichtige Rollen in der Erdbeerfruchtreifung spielen. Ein rei-
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fekorreliertes Expansin-Gen (FaExpZ2) und eine Zimtalkohol-Dehydrogenase
(CAD) werden in der Erdbeerfrucht reifekorreliert exprimiert, aber nicht durch
Auxin kontrolliert (Civello et al., 1999; Blanco-Portales et al., 2002).
Empfindlichere Messungen haben kurzlich ergeben, dass auch die Erdbeere
ahnlich wie die klimakterische Tomate wahrend der Fruchtreifung ein charakte-
ristisches Muster der Ethylen-Produktion zeigt, das mit einem Anstieg der respi-
ratorischen Aktivitaten einhergeht (lannetta et al., 2006). So korrelierte auch
das Expressionsmuster zweier Ethylen-Biosynthesegene in Erdbeerfrichten mit
dem beobachteten Ethylen-Muster (Trainotti et al., 2005). Der gleichzeitige
Anstieg der Expression des Ethylen-Rezeptors FaEtr2 deutet darauf hin, dass
auch die geringen Mengen des gebildeten Ethylens einen reifekorrelierten
physiologischen Effekt auslosen kdnnen.

Eine klare Trennung zwischen klimakterischen und nicht-klimakterischen
Frachten scheint somit nicht immer sinnvoll zu sein. Auch in klimakterischen
Fruchten existieren wahrscheinlich Ethylen-unabhangige Mechanismen, die
reifekorrelierte Gene regulieren (Giovannoni, 2001). Andererseits wurde nach-
gewiesen, dass ein Homolog des fur die Fruchtreifung der klimakterischen To-
mate wichtigen Gens LeMADS-RIN ebenfalls in der Erdbeere fruchtspezifisch
exprimiert wird (Vrebalov et al., 2002). Mdglicherweise gibt es gemeinsame re-
gulatorische Kaskaden sowohl in klimakterischen wie in nicht-klimakterischen
Fruchten (White, 2002).

1.2.2 Inhaltsstoffe der Erdbeerfrucht

1.2.2.1 Primarstoffwechsel und Aromastoffe

Reife Erdbeerfrichte bestehen zu 90 % aus Wasser und zu 10 % aus geldsten
Verbindungen (Hancock, 1999). Die wichtigsten Zucker sind D-Glucose und D-
Fructose, die in etwa gleichen Teilen vorliegen und zusammen 40 % der
Trockenmasse ausmachen. Die bedeutendste Fruchtsaure ist die Zitronen-
saure.

Das Aroma der Erdbeerfrucht ist komplex zusammengesetzt und besteht aus
uber 360 flichtigen Verbindungen (Schieberle und Hofmann, 1997). Die Unter-
suchung der Aroma-Werte verschiedener Bestandteile des Erdbeeraromas
zeigte, dass insbesondere (Z)-3-Hexenal, 2,3-Butandion, 4-Hydroxy-2,5-di-
methyl-3-(2H)-furanon (HDMF), Buttersduremethylester, Buttersaureethylester

und 2-Methylpropansauremethylester zu den wichtigsten Verbindungen zahlen.
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Rekonstitutionsexperimente deuten darauf hin, dass insbesondere 4-Hydroxy-
2,5-dimethyl-3-(2H)-furanon eine entscheidende Rolle spielt.

Auch Benzoesaureetyhlester und die Methyl- und Ethylester von Zimtsaure
wurden im Aroma von Erdbeerfrichten nachgewiesen (Schreier, 1980; Gomes
da Silva und Chaves das Neves, 1999).

1.2.2.2 Phenylpropanstoffwechsel und Flavonoid-Biosynthese

Die in Erdbeeren vorkommenden Anthocyane, Flavonole, Hydroxybenzoe-
sauren und Hydroxyzimtsauren lassen sich aus dem Phenylpropanstoffwechsel
ableiten (Forkmann und Martens, 2001; Heldt, 2003; Abb. 7). Ausgangspunkt ist
die Aminosaure Phenylalanin, die Uber den Shikimatweg gebildet wird. Die
Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) katalysiert die Abspaltung von Ammoniak
und die Bildung von Zimtsaure. Durch Abspaltung eines C,-Fragments werden
aus Phenylpropanen Benzoesaurederivate gebildet. Aus einem Molekul
4-Cumaroyl-CoA und drei Molekulen Malonyl-CoA bildet die Chalcon-Synthase
(CHS) das Grundgerust der Flavonoide. Die wichtigsten Substrate fur die
Hydroxylierung des B-Rings sind Naringenin und Dihydrokampferol. Einen wei-
teren Verzweigungspunkt stellen Dihydroquercetin und Dihydrokampferol dar.
Durch die Flavonol-Synthase (FLS) entstehen die entsprechenden Flavonole,
wahrend die Dihydroflavonol-4-Reduktase (DFR) und die Anthocyanidin-
Synthase (ANS) zur Bildung der Anthocyanidine fuhrt. Sowohl Flavonole als
auch Anthocyanidine werden anschliefend durch Glycosyltransferasen (GT)

glycosyliert.

1.2.2.3 Anthocyane

Erdbeeren enthalten ausschlieBlich Glycoside der Anthocyanidine Pelargonidin
und Cyanidin (Bakker et al., 1994; Abb. 8). Der wichtigste Farbstoff der Kultur-
erdbeere ist Pelargonidin-3-glucosid, der in der Varietat Elsanta 92 % der ge-
samten Anthocyane ausmacht. Daneben wurden geringere Mengen Cyanidin-3-
glucosid (4 %) und andere Glycoside von Pelargonidin nachgewiesen. Die Kon-
zentration der Anthocyane ist insgesamt niedriger als in anderen, starker ge-
farbten Fruchten wie der Brombeere und schwankt relativ stark von Sorte zu
Sorte. Es sind Werte zwischen 23,3 und 45,3 mg/100 g Frischgewicht festge-
stellt worden (Wang und Lin, 2000).
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PAL C4H 4CL

C3H l

Kaffeesaure

omT l

Phenylalanin | —» | Zimtsaure — | p-Cumarsdure |—»

4-Cumaroyl-CoA

3 Malonyl-CoA

CHS l

Ferulasaure Naringenin-Chalcon

o |

F3’H
Eriodictyol < Naringenin
FHTl FHT l
F3’H
Dihydroquercetin < Dihydrokampferol
DFR / l FLS DFR / l FLS
Leucocyanidin Quercetin Leucopelargonidin Kampferol

l ANS l GT l ANS

lGT

Cyanidin Quercetin-3-glucosid Pelargonidin Kampferol-3-glucosid

[ o [ o

Cyanidin-3-glucosid Pelargonidin-3-glucosid

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Biosynthese der Flavonoide (Forkmann und
Martens, 2001; Winkel-Shirley, 2001). Die Namen der entsprechenden Enzyme wurden wie
folgt abgekirzt: PAL: Phenylalanin-Ammoniak-Lyase, C4H: Zimtsdure-4-Hydroxylase, C3H: p-
Cumarsaure-3-Hydroxylase, OMT: O-Methyltransferase, 4CL: p-Cumarsaure:CoA Ligase, CHS:
Chalcon-Synthase, CHI: Chalcon-Isomerase, F3'H: Flavonoid-3’-Hydroxylase, FHT: Flavanon-
3-Hydroxylase, FLS: Flavonol-Synthase, DFR: Dihydroflavonol-4-Reduktase, ANS: Anthocyani-

din-Synthase, GT: Glucosyltransferase.

Klrzlich wurden auch dimere Anthocyane in Erdbeerfriichten identifiziert, die
aus Pelargonidin und vier verschiedenen Flavanolen (Catechin, Epicatechin,
Afzelechin und Epiafzelechin) bestehen, die Uber Position 4 des Flavanols und
Position 8 des Anthocyanidins miteinander verbunden sind (Fossen et al.,
2004). Auch ein neuartiges Aglycon, 5-Carboxypyranopelargonidin, ist in
Erdbeerfrichten identifiziert worden (Andersen et al., 2004). Das entspre-
chende Malvidin-Derivat wurde bereits in Rotwein nachgewiesen und Vitisidin A

genannt.
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Interessanterweise unterscheiden sich Blutenboden und Achéanen in der Zu-
sammensetzung der Anthocyane. Im Blutenboden dominiert Pelargonidin-3-
glucosid, wahrend die Achanen fast gleiche Mengen an Cyanidin- und Pelargo-
nidin-3-glucosid aufweisen (Aaby et al., 2005; Yoshida und Tamura, 2005).
Auch der Gehalt an malonylierten Anthocyanen ist in den Achanen deutlich er-
héht. Anthocyane sind in grinen und weil3en Frichten praktisch nicht
nachweisbar (Cheng und Breen, 1991). Der Gehalt an Anthocyanen nimmt
etwa 23 Tage nach der Anthese sprunghaft zu und erreicht den hochsten Wert

in reifen roten Frichten.

3!
4 Anthocyanidin R, R, R;
Pelargonidin H OH H
7 Cyanidin OH OH H
Peonidin OCH; OH H
5 Delphinidin OH OH OH
Petunidin OCH; OH OH
Malvidin OCH; OH OCH;

Abbildung 8: Strukturformel und Substitutionsmuster der Anthocyanidine.

1.2.2.4 Flavonole

Der Gehalt an Flavonolen ist in den verschiedenen Erdbeersorten stark unter-
schiedlich (Mikkonen et al., 2002; Abb. 9). Quercetin und Kampferol sind in der
Regel die haufigsten Aglyca (Hakkinen und Torronen, 2000). Der Gehalt an
Kampferol schwankte in sechs Cultivaren von 0,2 bis 0,9 mg/100 g Frischge-
wicht und Quercetin wurde mit 0,3 bis 0,5 mg/100 g Frischgewicht bestimmt.
Myricetin wurde im Cultivar Honeyone in relativ groen Mengen (1,7 mg/100 g
Frischgewicht) nachgewiesen (Mikkonen et al., 2002). Interessanterweise zei-
gen Sorten mit hoheren Flavonol-Gehalten auch eine grofiere Resistenz gegen
Pilzerkrankungen. Die Konzentration an Flavonolen (bezogen auf das Frisch-
gewicht) ist in den Achanen héher als im Blutenboden (Aaby et al., 2005).
Erdbeerfrichte weisen ein komplexes Flavonolglycosidmuster auf. In der Lite-
ratur wurden beispielsweise sieben verschiedene Glycoside von Kampferol be-
schrieben (Macheix et al., 1990). Ryan (1971) identifizierte 3-glucoside und
3-glucuronide von Quercetin und Kampferol sowie Kampferol-7-glucosid.

Henning (1981) berichtete, dass praktisch nur Glycoside von Quercetin und
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Kampferol in Erdbeerfrichten vorkommen. Als Hauptglycoside erkannte er

3-glucuronide, 3-glucoside und 3-xylosylglucuronide. Als Nebenglycoside

wurden einige 3,7-diglycoside identifiziert. Die Konzentration der Phenole und

Flavonoide ohne Tannine ist in grinen Frachten am groften und sinkt
anschlief3end stetig ab (Cheng und Breen, 1991; Wang und Lin, 2000).

Flavonol R, R, R; R,
Galangin H H H H
Kémpferol H H OH H
Morin OH H OH H
Quercetin H OH OH H
Isorhamnetin H OCH; OH H
Myricetin H OH OH OH

Abbildung 9: Strukturformel und Substitutionsmuster der Flavonole.

1.2.2.5

Hydroxyzimtsauren und Hydroxybenzoesauren

Hydroxyzimtsauren und Hydroxybenzoesauren kommen in vielen Frachten mit
D-Glucose konjugiert vor (Abb. 10).

A B O OH
O OH
1 =
6 1
6 2
5
4 5 3
4
Benzoeséauren (A) Zimtsauren (B) 2 3 4 5
Salicylsaure o-Cumarsaure OH H H H
3-Hydroxybenzoesaure m-Cumarsaure H OH H H
4-Hydroxybenzoesaure p-Cumarsaure H H OH H
3,4-Dihydroxybenzoesaure Kaffeesaure H OH OH H
Vanillinsaure Ferulasaure H OCHs3; OH H
Gentisinsdure - OH H H OH
Gallussaure - H OH OH OH
- Sinapinsaure H OCHjs OH OCHs;

Abbildung 10: Strukturformeln von Benzoesaure (A) und Zimtsaure (B) und die in dieser Arbeit

als Substrate verwendeten Derivate mit ihren gebrauchlichen Trivialnamen.
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In Erdbeerfrichten dominiert mengenmalig p-Cumaroylglucose, das in zwei
Varietaten mit 14 bzw. 27 mg/100 g Frischgewicht gefunden wurde (Herrmann,
1989). An Hydroxybenzoesaure-Verbindungen wurde vor allem p-Hydroxy-

benzoesaure-Glucosid nachgewiesen (Tab. 2).

Tabelle 2: Hydroxyzimtsaure- und Hydroxybenzoesaure-Verbindungen in Erdbeerfriichten
(Herrmann, 1989).

Verbindung Konzentration [mg/kg Frischgewicht]
p-Cumaroylglucose 14-27

Feruloylglucose 1

Caffeoylglucose 1
p-Cumarsaure-Glucosid Spuren
p-Hydroxybenzoesaure-Glucosid 3-7
5-Galloylchinasdure 1

Eine neue Untersuchung zeigte, dass auch Zimtsdure- und Sinapinsaure-
glucose-Ester in Erdbeerfruchten vorliegen und die Konzentration der Glucose-
Ester von Zimtsaure, p-Cumarsaure und Kaffeesdure wahrend der Frucht-

reifung ansteigt (Lunkenbein et al., 2006a).

1.2.2.6 Ernahrungswissenschaftliche Aspekte

Erdbeeren enthalten durchschnittlich 56,7 mg Vitamin C pro 100 g Frischge-
wicht (Hancock, 1999). Daneben gelten Erdbeerfriichte auch wegen des Ge-
halts an verschiedenen Polyphenolen als wertvolles Lebensmittel. Die antioxi-
dativen Eigenschaften der Polyphenole werden von manchen Autoren mit dem
Potential, das Risiko koronarer Herzkrankheiten zu verringern, in Verbindung
gebracht (Térronen und Maattaa, 2002; Hannum, 2004). Ellagsaure, die bis zu
41 % der gesamten Polyphenole ausmacht und Quercetin werden darlber hin-
aus auch antikarzinogenes Potential zugesprochen. In vitro reduzieren Erd-
beerextrakte durch oxidativen Stress induzierte Neurotoxizitat und weisen eine
neuroprotektive Aktivitat auf (Heo und Lee, 2005).

Die Art des glycosidisch gebundenen Zuckers entscheidet Uber die Bioverfig-
barkeit und das antioxidative Potential der entsprechenden Flavonole. So weist
Quercetin-3-rutinosid nur 20 % der Bioverfugbarkeit von Quercetin-4’-glucosid
auf (Olthof et al., 2000). Das nach Abspaltung von Rhamnose entstehende

Quercetin-3-glucosid hat dagegen eine dem Quercetin-4’-glucosid vergleich-
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bare Bioverfugbarkeit im Menschen. In einem Rattenmodell wurde fir Querce-
tin-4’-glucosid ein héheres antioxidatives Potential als flr Quercetin-3-glucosid
festgestellt (Murota et al., 2004).

In Erdbeerfrichten korreliert der Gesamtphenolgehalt mit der antioxidativen
Aktivitat (Wang und Lin, 2000). Die héchsten Werte wurden in kleinen griinen
Frichten festgestellt. Die Anthocyane scheinen in der Erdbeerfrucht nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen, da das vorherrschende Pelargonidin ein

schwacheres antioxidatives Potential als Cyanidin oder Delphinidin aufweist.

1.2.3 Untersuchungen zum Sekundérstoffwechsel reifender Erdbeerfriichte
1.2.31 Enzymisolierung und Bestimmung von Enzymaktivitaten

Die Reifung der Erdbeerfrucht wurde auf unterschiedlichen Ebenen untersucht.
Eine Methode ist die Untersuchung der Aktivitat bestimmter Enzyme wahrend
der verschiedenen Wachstums- und Reifestadien. Relativ frih wurde festge-
stellt, dass die Aktivitaten der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) und UDP-
Glucose:Flavonoid-3-O-Glucosyltransferase (UDPGFT) parallel zum Antho-
cyangehalt ansteigen (Given et al., 1988b). Die Aktivitat der UDPGFT ist mit
dem Anthocyanidin Malvidin bestimmt worden. Cheng und Breen (1991) haben
zwei Maxima in der Aktivitat der PAL festgestellt. Das erste tritt 5 Tage nach der
Anthese auf und ist mit dem hdchsten Gehalt an I6slichen Polyphenolen asso-
ziiert. Die Akkumulation der Anthocyane verlauft parallel zu einem zweiten Peak
der PAL-Aktivitat, der 23 Tage nach der Anthese beginnt.

Kirzlich wurden die Aktivitaten verschiedener Schlisselenzyme der Flavonoid-
Biosynthese bestimmt (Halbwirth et al., 2006). Dabei zeigte sich, dass Phenyl-
alanin-Ammoniak-Lyase (PAL), Chalcon-Synthase (CHS), Chalcon-lsomerase
(CHI), Flavanon-3-Hydroxylase (FHT), Dihydroflavonol-4-Redukatase (DFR),
Flavonoid-3-glucosyltransferase (F3GT) und Flavonoid-7-glucosyltransferase
(F7GT) zwei Aktivitdts-Maxima aufweisen. Die Enzyme unterschieden sich al-
lerdings in den genauen Aktivitatsmustern. So wies die CHS nur ein sehr
schwach ausgepragtes zweites Maximum auf. Berucksichtigt werden muss
auch, dass die Aktivitat von F3GT mit Quercetin bestimmt wurde. Dies erklart
das zu friheren Berichten unterschiedliche Aktivitatsmuster (Given et al.,
1988b). Die Autoren schlieRen aus den Ergebnissen, dass die Biosynthese der

Flavonoide in Erdbeerfrichten in zwei Phasen ablauft (Halbwirth et al., 2006).
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Der erste Bericht Uber die Aufreinigung einer Glycosyltransferase aus der Erd-
beerfrucht beschreibt eine Flavonoid-7-glucosyltransferase mit relativ breiter
Substratspezifitat (Cheng et al., 1994). Es wurden in vitro sowohl Flavonole,
Flavanone und ein Flavon akzeptiert. Das Reaktionsprodukt von Quercetin
wurde auf Grund der R-Werte dunnschichtchromatographisch als Quercetin-7-

glucosid identifiziert.

1.2.3.2 Untersuchungen zur Genexpression

Medina-Escobar et al. (1997a) wendeten erfolgreich differentielles Screening
einer substraktiven cDNA-Bibliothek kombiniert mit Southern Blots an, um reife-
korrelierte Gene aus verschiedenen Stoffwechselwegen zu klonieren.

In einer cDNA-Bibliothek sind von Manning (1998) 26 verschiedene Klone iden-
tifiziert worden, die eine reifekorrelierte Expression zeigten. Die Expression ver-
schiedener Chalcon-Synthasen (CHS), Flavonoid-3-Hydroxylasen (F3H) und
einer UDP-Glucose:Flavonol-3-O-glucosyltransferase (UFGT) wurde anschlie-
Rend mit Northern Blots detaillierter untersucht. Wahrend CHS und F3H zwei
Maxima aufwiesen, wurde UFGT nur in pinkfarbenen und roten Frichten expri-
miert.

Durch Northern Blots konnte gezeigt werden, dass auch die Expression einer
potentiellen Dihydroflavonol-4-Reduktase (DFR) zwei Maxima aufweist
(Moyano et al., 1998). Die Expression steigt zunachst in grunen Friuchten an,
fallt dann aber wieder ab und steigt mit beginnender Anthocyan-Akkumulation
stark an. Die Genexpression wird durch das Entfernen der Achanen mittel-
grol3er gruner Fruchte induziert und kann durch eine Auxin-Paste wieder inhi-
biert werden. Dies deutet darauf hin, dass die Expression von DFR durch das
Pflanzenhormon Auxin reguliert wird (vgl. 1.2.1.3).

Spater wurde auch quantitative PCR zur Bestimmung des Genexpressionspro-
fils herangezogen (Blanco-Portales et al., 2002). Es konnte gezeigt werden,
dass sowohl Northern Blots als auch quantitative PCR vergleichbare Ergeb-
nisse liefern. Eine Zimtalkohol-Dehydrogenase (CAD), die in vitro die Bildung
von Monolignolen katalysiert, wird in Erdbeerfrichten reifekorreliert exprimiert.
Durch das Entfernen der Achanen wird die Genexpression induziert, allerdings
hat die Applikation eines synthetischen Auxins keine Auswirkung.

Neuere Untersuchungen verwendeten DNA-Microarrays zur umfassenden Un-

tersuchung der Genexpression (Aharoni und O’Connell, 2002; Aharoni et al.,
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2002). Damit wurde die Expression von 1701 cDNAs verglichen. Es konnten
537 verschiedene cDNAs identifiziert werden, die in den verschiedenen Reife-
stadien und/oder in Achanen und Blitenboden unterschiedlich exprimiert sind.
Darunter befanden sich vier Sequenzen, die eine hohe Ahnlichkeit zu Glyco-

syltransferasen aufweisen.

1.2.3.3 Heterologe Expression rekombinanter Proteine

Eine Reihe von Enzymen des Sekundarstoffwechsels wurde auch kloniert und
heterolog in Wirtsorganismen exprimiert. Eine Alkohol-Acyltransferase (SAAT)
aus Erdbeeren ist durch Sequenzieren einer reifekorrelierten cDNA identifiziert
und in Escherichia coli heterolog exprimiert worden (Aharoni et al., 2000). Das
rekombinante Protein katalysierte in vitro die Bildung einer Reihe fluchtiger Es-
ter, die eine wichtige Rolle fur das Aroma der reifen Erdbeerfrucht spielen.

An der Biosynthese des wichtigen Aromastoffs 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3-(2H)-
furanon (HDMF) ist eine Chinon-Oxidoreduktase aus Erdbeeren (FaQR) betei-
ligt (Raab et al., 2006). Das rekombinante Protein katalysiert den letzten Schritt
in der Biosynthese von HDMF. Daneben reduziert das rekombinante Enzym in
vitro auch das nicht naturlich vorkommende 9,10-Phenanthrenchinon.

Auch eine Glycosyltransferase der Erdbeerfrucht wurde bereits erfolgreich hete-
rolog exprimiert (Lunkenbein et al., 2006a). /In vitro akzeptiert FaGT2 Benzoe-
und Zimtsaure und ihre Derivate und bildet energiereiche Glucose-Ester, die

Vorstufen fur andere Sekundarmetabolite wie Aromastoffe sein konnen.

1.2.34 Herabregulation von Genen in planta

Durch die Expression einer antisense Sequenz einer Pektat-Lyase konnte die
Expression des entsprechenden Gens in transgenen Erdbeerfrichten herabre-
guliert werden (Jiménez-Bermudez et al., 2002). Die transgenen Friichte unter-
schieden sich nicht in Farbe, Grofe, Gewicht und Form, wiesen aber eine deut-
lich festere Textur auf. Auch die wirtschaftlich bedeutsame Erweichung der
Frichte nach der Ernte war verlangsamt. Es wird vermutet, dass das entspre-
chende Protein am Abbau des Pektins der Zellwande beteiligt ist und so zu ei-
ner Erweichung der Textur beitragt (Medina-Escobar et al., 1997b).

Die Herabregulation der FaGT2 durch ein antisense Konstrukt zeigte, dass die
Substratspezifitat in vitro und in vivo erheblich voneinander abweichen kann

(Lunkenbein et al., 2006a). Wahrend das rekombinante Enzym zahlreiche Deri-
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vate von Benzoesaure und Zimtsaure akzeptiert, waren in den transgenen Li-
nien nur die Gehalte von Zimtsaureglucose-Ester und p-Cumarsaureglucose-
Ester signifikant erniedrigt. Da die Konzentrationen der Aromastoffe Zimt-
sauremethyl- und Zimtsaureethylester in der Sorte Calypso sehr niedrig sind,
konnte keine Aussage Uber die Auswirkung der Herabregulation auf die mut-
mallichen Endprodukte des Stoffwechselweges gemacht werden.

Durch die Expression eines antisense Konstrukts ist auch der Transkriptgehalt
der Chalcon-Synthase (CHS) in Erdbeerfrichten in neun Linien um mindestens
50 % erniedrigt worden (Lunkenbein et al., 2006b). Ein sichtbarer Phanotyp
wurde aber nur detektiert, wenn die Expression auf unter 25 % reduziert war. In
diesen transgenen Linien war der Gehalt an Anthocyanen und Flavonolen stark
erniedrigt. Die Vorlaufer des Flavonoid-Biosynthesewegs waren in den allge-
meinen Phenylpropanoidweg verschoben und fuhrten zu stark erhdhten Gehal-
ten an verschiedenen Hydroxyzimtsaureestern, p-Cumarylalkohol und p-Cu-
maryl-1-acetat. Durch diese Ergebnisse konnte die Schlisselstellung der CHS
zwischen Phenylpropanoid- und Flavonoidweg bestatigt werden.

Uber eine alternative Methode zu der zeitaufwéndigen Herstellung transgener
Pflanzen wurde kurzlich berichtet (Hoffmann et al., 2006). Durch die Injektion
eines intron-hairpin (ihp)-Konstrukts in grine Frichte kann die Expression reife-
korrelierter Gene unterdrickt werden. Die Methode wurde zunachst fur die
Chalcon-Synthase (CHS) entwickelt und fuhrte zu Fruchten, die auch im reifen
Stadium keinerlei Anthocyane akkumulierten. In Ubereinstimmung mit den Er-
gebnissen der transgenen Linien waren die Konzentrationen der Hydroxyzimt-
saureglucose-Ester stark erhéht (Lunkenbein et al., 2006b). Diese Methode
sollte prinzipiell fur alle reifekorrelierten Gene anwendbar sein und somit einen

wichtigen Beitrag zur Untersuchung der Erdbeerfruchtreifung liefern.

1.3 Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten neue Erkenntnisse uUber die Glycosyltransfera-
sen der Erdbeerfrucht gewonnen werden. Aus einer cDNA Bibliothek waren
bereits vier vollstandige offene Leserahmen von Glycosyltransferasen bekannt,
von denen aber erst FaGT2 detailliert untersucht worden war (Lunkenbein,
2006; Lunkenbein et al., 2006a). Zusatzlich wurden in anderen cDNA Bibliothe-

ken weitere unvollstandige Sequenzen von Glycosyltransferasen identifiziert.
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Durch Rapid Amplification of cONA Ends (RACE) mussten hier zunachst die
vollstandigen offenen Leserahmen gewonnen werden.

Die Volllangensequenzen sollten anschlieRend in geeignete Expressions-
systeme kloniert und die entsprechenden Proteine heterolog exprimiert werden.
Ein Ziel war es, die rekombinanten Enzyme nach partieller Aufreinigung bio-
chemisch zu charakterisieren. Dazu gehorte die Bestimmung der Substratspe-
zifitat, die Identifizierung der Reaktionsprodukte, die Optimierung der Reakti-
onsbedingungen und die Bestimmung kinetischer Parameter.

Um wichtige Informationen Uber die Funktion der Glycosyltransferasen in planta
zu erhalten, sollten die Genexpressionsprofile in verschiedenen Reifestadien
und vegetativen Geweben mit quantitativer PCR untersucht und zusatzlich
durch das Entfernen der Auxin-produzierenden Achanen Erkenntnisse Uber die
hormonelle Kontrolle der Genexpression gewonnen werden.

Die in vivo Funktion von FaGT1 sollte schlief3lich mittels RNA-Interferenz be-
stimmt werden. Dafir wurde die kirzlich mit der Chalcon-Synthase (CHS) an-
gewandte Injektion eines intron-hairpin (ihp)-Konstrukts in griane Fruchte ver-
wendet (Hoffmann et al., 2006). Die transfizierten Frichte sind anschlieRend mit
semi-quantitativer PCR und Flissigchromatographie-Elektrospray-Massen-
spektrometrie (LC-ESI-MS) auf Transkript- und Metabolitenebene analysiert
worden.

Durch die integrierte Untersuchung der verschiedenen Glycosyltransferasen der
Erdbeerfrucht konnte die komplexe Bildung zahlreicher glycosylierter Verbin-
dungen naher erforscht werden. Die Kombination von biochemischen in vitro
Daten mit Genexpressionsprofilen und Metabolitenkonzentrationen ermdglichte
eine funktionelle Analyse der entsprechenden Enzyme und ihrer moglichen

Bedeutung fur die Fruchtreifung.
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2 ERGEBNISSE

2.1 Volllangensequenzen und bioinformatische Charakterisierung

2.1.1 Isolierung der Glycosyltransferase-Sequenzen

Beim Sequenzieren von 1 100 Klonen einer EST-Bibliothek aus reifen Erdbeer-
frichten wurden vier Klone identifiziert, die in einer BLASTx-Datenbankabfrage
eine hohe Ahnlichkeit zu pflanzlichen Glycosyltransferasen aufwiesen (Altschul
et al., 1990 und 1997; Aharoni und O’Connell, 2002). Die Sequenzen der voll-
standigen offenen Leserahmen wurden bereits beschrieben und aufgrund der
Ergebnisse der Datenbankabfrage als Fragaria x ananassa Glycosyltransfera-
sen (FaGT) bezeichnet und mit den Nummern 1-4 versehen (Lunkenbein et al.,
2006a).

Bei der Untersuchung weiterer cDNA-Bibliotheken am Departamento de Bio-
quimica y Biologia Molecular an der Universitat Cérdoba (Spanien) sind drei
weitere Klone identifiziert worden, die wahrscheinlich fur Glycosyltransferasen
codieren (Altschul et al., 1990 und 1997; Juan Munoz-Blanco, Personliche
Mitteilung). Die zusatzlichen Sequenzen wurden entsprechend als Fragaria x
ananassa Glycosyltransferasen 5-7 (FaGT5-7) bezeichnet. Flr die heterologe
Expression musste zunachst durch Rapid Amplification of cONA Ends (RACE)
der vollstandige offene Leserahmen ermittelt werden (Frohmann et al., 1988;
Schaefer, 1995). Ausgehend von einem kurzen Teil einer bekannten Sequenz
ermoglicht diese auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) basierende
Methode die Vervielfaltigung der unbekannten 3’- und 5-Enden des offenen

Leserahmens.

2.1.2 3’ Rapid Amplification of cDNA Ends (3’ RACE)

Ein Alignment der FaGT5-Sequenz mit den vollstandigen offenen Leserahmen
bekannter Glycosyltransferasen deutete an, dass das 5’-Ende des offenen Le-
serahmens bereits enthalten war. Das noch fehlende 3’-Ende der Sequenz
wurde durch 3' RACE gewonnen (Abb. 11B). Mit einem genspezifischen und
einem ankerspezifischen Primer wurde der fehlende Teil erfolgreich amplifiziert
und anschlieBend sequenziert (Schaefer, 1995). FaGT5 weist einen offenen
Leserahmen von 1428 bp auf und codiert fir ein Protein mit 475 Aminosauren
(Tab. 3).
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2.1.3 5’ Rapid Amplification of cDNA Ends (6’ RACE)

Der bekannte Teil der FaGT6 und FaGT7-Sequenzen schloss bereits das 3'-
Ende des offenen Leserahmens ein, da die entsprechenden Klone den PolyA-
Schwanz der mRNA enthielten. Um das unbekannte 5’-Ende der Sequenz zu
vervielfaltigen, wurde eine 5° RACE durchgefuhrt (Abb. 11A).

A 5’-RACE B

3’-RACE

mRNA

Reverse Transkription
mit spezifischem Primer

Reverse Transkription
mit Ankerprimer

| s
R [TTT] A2[ AT ]
Primer e (A
tailing mit
Terminaler Transferase
‘ ] 1]
1.PCR
Template [ mit ankerspez. Primer A1
(A1 [ A2 | TTT | -4 Primer ¥
A1} £ AZ] AT |
1. PCR mit Ankerprimer Template T T o
und ankerspez. Primer A1 TTT| A2| A1 |
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Al [Aaz [TTTL
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- \ 4
2. PCR mit D

ankerspez. Primer A2
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Abbildung 11: Prinzip der Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE). A 5 RACE. Die reverse

Transkription wird mit einem genspezifischen Primer durchgeflihrt, der moéglichst nahe am 5’-

TTT] |
T oo
TTT| A2

Ende der bekannten Sequenz hybridisiert. Nach Aufreinigung wird die erhaltene cDNA durch
terminale Transferase mit einem PolyA-Schwanz versehen. In einer Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) mit Ankerprimer, ankerspezifischem und genspezifischem ( «— ) Primer kann das
unbekannte 5-Ende amplifiziert werden. Falls in der ersten PCR keine ausreichende
Amplifikation erfolgt, kann eine zweite PCR mit geschachtelten Primern durchgefihrt werden.
B 3’ RACE. Nach reverser Transkription mit einem Ankerprimer kann die cDNA direkt fir die
PCR mit einem ankerspezifischen und einem genspezifischen Primer eingesetzt werden. Falls
dabei
geschachtelten Primern durchgefiihrt werden (Milhardt, 2006).

keine ausreichende Amplifikation erfolgt, kann ebenfalls eine zweite PCR mit
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Die reverse Transkription ist mit einem genspezifischen Primer durchgeflhrt
worden, der komplementar zur betreffenden mRNA-Sequenz ist (Schaefer,
1995). Die erhaltene cDNA wurde durch terminale Transferase mit einem
PolyA-Schwanz am 5’-Ende der Sequenz versehen. Anschlielend konnte das
unbekannte 5-Ende in einer Polymerase-Kettenreaktion mit Ankerprimer,
ankerspezifischem und genspezifischem Primer amplifiziert werden.

Sowohl bei FaGT6 als auch bei FaGT7 sind zunachst nur Teile des gesuchten
5’-Endes amplifiziert worden. Deshalb wurde die 5° RACE mit neuen genspezi-
fischen Primern wiederholt. Aus den erhaltenen Sequenzen wurden die Volllan-
gensequenzen beider Glycosyltransferasen zusammengesetzt. FaGT6 und
FaGT7 weisen offene Leserahmen von 1440 bp bzw. 1464 bp auf und codieren
fur Proteine mit 480 bzw. 487 Aminosauren (Tab. 3).

2.1.4 Ubersicht und Klonierung der offenen Leserahmen

Nach der erfolgreichen Durchfihrung der RACE waren insgesamt sieben voll-
standige offene Leserahmen potentieller Glycosyltransferasen der Erdbeer-
frucht bekannt (Tab. 3). Die biochemische Charakterisierung und die Funktion
der FaGT2 sind bereits ausflhrlich beschrieben worden (Lunkenbein, 2006;
Lunkenbein et al., 2006a).

Zur biochemischen Charakterisierung der verbleibenden sechs Glycosyltransfe-
rasen wurden zunachst die vollstandigen offenen Leserahmen mit einer kor-
rekturlesenden Polymerase amplifiziert und subkloniert. Die verwendeten
Primer fUhrten dabei vor dem Start- und Stopp-Codon Restriktionsschnittstellen
ein (Tab. 3). Nach vollstandiger Sequenzierung der subklonierten offenen Lese-

rahmen wurden die Glycosyltransferasen in die Expressionsvektoren kloniert.
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Tabelle 3: Glycosyltransferasen der Erdbeerfrucht (FaGT1, FaGT3-7). Die Tabelle enthalt die
GenBank-Akzessionsnummern der Nukleotidsequenzen, die Lange der offenen Leserahmen
(ORF), die Grolie der codierten Proteine und die zum Klonieren in den Expressionsvektor ver-
wendeten Restriktionsschnittstellen. Zusatzlich sind die besten Treffer einer BLASTp-

Datenbankabfrage angegeben.

GenBank- ORF Amino- M Schnitt- Bester BLASTp-Treffer
Nummer  [bp] sauren [kDa] gtellen (Altschul et al., 1990 und 1997)

FaGT1 AY663784 1401 466 50,5 EcoRI UDP-Glucose:Flavonoid 3-O-GT

Xhol aus Vitis Vinifera (Ford et al., 1998)
FaGT3 AY663786 1437 478 52,8 BamHlI FaGT6 aus Fragaria x ananassa
Xhol (diese Arbeit)
FaGT4* AY663787 1437 478 54,3 BamHI UDP-Rhamnose:Anthocyanidin-3-
Xhol glucosid RT aus Petunia hybrida
(Brugliera et al., 1994; Kroon et al.,
1994)
FaGT5 DQ289586 1428 475 52,5 EcoRI UDP-Glucose:Limonoid GT aus
Xhol Citrus unshiu (Kita et al., 2000)
FaGT6 DQ289587 1440 479 53,5 EcoRlI FaGT3 aus Fragaria x ananassa
Notl (Lunkenbein et al., 2006a; diese
Arbeit)
FaGT7 DQ289588 1464 487 54,7 BamHI IS5a aus Nicotiana tabacum
Xhol (Horvath und Chua, 1996)

* FaRT1 (Lunkenbein et al., 2006a) wurde in FaGT4 umbenannt, da kirzlich publizierte homo-
loge Glycosyltransferasen auch UDP-D-Glucose akzeptierten (Morita et al., 2005; vgl. 2.1.7).

2.1.5 Kilonierung der genomischen Sequenzen

Das Auftreten von Introns in den Sequenzen der Arabidopsis thaliana Glycosyl-
transferasen ist hilfreich bei der phylogenetischen Einordnung (Li et al., 2001).
Deshalb wurden auch die genomischen Sequenzen der Glycosyltransferasen
der Erdbeerfrucht bestimmt. Dazu ist DNA aus Erdbeerblattern isoliert und als
Matrize in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt worden. Die gel-
elektrophoretische Untersuchung zeigte, dass fur FaGT7 und FaGT5 PCR-Pro-
dukte erhalten wurden, die groler als die betreffenden offenen Leserahmen
sind. Die anschlieliende Sequenzierung ergab, dass beide Sequenzen ein kur-
zes Intron aufweisen. Bei FaGT1 sind 166 bp nach Position 493 des offenen
Leserahmens eingeflgt. Die Sequenz der FaGT5 weist ein Intron von 164 bp
nach Position 603 auf (Anhang).
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2.1.6 Alignment und Nachweis der PSPG-Box

Die in dieser Arbeit behandelten Glycosyltransferasen wurden in die entspre-
chenden Protein-Sequenzen Ubersetzt und zusammen mit VvGT1 aus Vitis vi-
nifera mit der Software MegAlign im Clustal W Modus nach Sequenzhomolo-

gien angeordnet (Thompson et al., 1994; Abb. 12).
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FaGT3.PRO NEMPA-—-—-——

FaGT4.FRO |y TINEOR [ A LI P
FaGT5.PRO [ —VGS DNTIgA FREV C Y]
FaGT6.PRO i ] —=—=—=— ELIFIPIPEI

FaGT7.PRO WEMET-KSCOOLEMFriRgg

VvGT1.PRO
FaGT1.PRO
FaGT3.FRO

FTERRPESF - - ROGMVM - A A DEAATYG TR 142
i PR T - — RRCYROiop L VD Gy s 146
Helsr BTN 1 SN A - X i R SHY 145

FaGT4.PRO PYLKIAHDGLEQG- - 1 SEFRU@OSPD- - H 145
FaGT5.FPRO FREDSLEDPDDE Ervv e ofEE - - 1HgcM T kK HRcGa 7 149
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FaGT5,FRO 427
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Abbildung 12: Alignment von VvGT1 aus V. vinifera mit den in dieser Arbeit charakterisierten
Glycosyltransferasen (FaGT1, FaGT3-7). Die Ubersetzten Proteinsequenzen wurden mit der
Software MegAlign und der Clustal W Methode angeordnet (Thompson et al., 1994). Identische
Aminosauren sind schwarz gekennzeichnet. Die hochkonservierte Region der PSPG-Box ist mit
einem Kasten hervorgehoben (Hughes und Hughes, 1994). Alle Aminosauren der PSPG-Box,
die in Uber 80 % der pflanzlichen Glycosyltransferasen vorkommen, sind mit einem Sternchen
markiert (Vogt und Jones, 2000).
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Der Bereich der Plant Secondary Product Glycosyltransferase Box (PSPG-Box)
ist mit einem Kasten gekennzeichnet (Hughes und Hughes, 1994). Aminosau-
ren der PSPG-Box, die in Uber 80 % der pflanzlichen Glycosyltransferasen
identisch sind, wurden zusatzlich mit einem Sternchen markiert (Vogt und
Jones, 2000). Alle potentiellen Glycosyltransferasen der Erdbeerfrucht enthal-
ten diesen charakteristischen und hochkonservierten Bereich am C-terminalen
Ende des Proteins. Die Ahnlichkeiten am N-Terminus sind dagegen relativ ge-
ring. Das Ergebnis der BLAST-Datenbankabfrage konnte also durch das Vor-
kommen des hochkonservierten und spezifischen Motivs der PSPG-Box besta-
tigt werden. Bei allen in dieser Arbeit untersuchten Sequenzen handelt es sich
somit um potentielle Glycosyltransferasen des pflanzlichen Sekundarstoffwech-

sels.

2.1.7 Phylogenetische Analyse

Phylogenetische Baume kdnnen wichtige Informationen Uber die Substrat- und
Regiospezifitat von Glycosyltransferasen liefern (Vogt, 2000). Dadurch kann die
biochemische Charakterisierung erheblich erleichtert werden (Vogt und Jones,
2000). Allerdings sollte eine Identifizierung der biologischen Funktion nicht al-
lein mit bioinformatischen Methoden erfolgen, da dies zu falschen Zuordnungen
fihren kann (Milkowski et al., 2000). Der phylogenetische Baum (Abb. 13) ist
mit allen in dieser Arbeit behandelten Enzymen und den Glycosyltransferasen,
die zu ihnen die gréRte Ahnlichkeit aufweisen, mit Clustal W erstellt worden
(Thompson et al., 1994). Dabei wurden in erster Linie erfolgreich biochemisch
charakterisierte Proteine berucksichtigt.

FaGT1 zeigt die groRte Ahnlichkeit zu einer UDP-Glucose:Flavonoid-3-O-Glu-
cosyltransferase aus Vitis vinifera (VvGT1), die bevorzugt den Transfer von
UDP-D-Glucose auf Anthocyanidine katalysiert (Ford et al., 1998). In der glei-
chen Gruppe befinden sich die Enzyme aus Dianthus caryophyllus (DcGT1 und
DcGT3; Ogata et al., 2004), Petunia hybrida (PhF3GalT; Miller et al., 1999),
Vigna mungo (VmUFGT1; Mato et al.,, 1998) und Gentiana triflora (GtF3GT;
Tanaka et al., 1996), die alle UDP-D-Glucose oder UDP-D-Galactose auf
Anthocyanidine oder Flavonole Ubertragen. Auch UGT78D2 und UGT78D1 aus
Gruppe F der Arabidopsis thaliana Glycosyltransferasen zeigen eine hohe Ahn-
lichkeit zu FaGT1 (Li et al., 2001). UGT78D2 akzeptiert in vitro sowohl Antho-

cyanidine als auch Flavonole und UDP-D-Glucose (Tohge et al., 2005), wah-
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rend UGT78D1 UDP-L-Rhamnose und UDP-D-Glucose auf das Flavonol Quer-
cetin Ubertragt (Jones et al., 2003; Lim et al., 2004). Alle Glycosyltransferasen
dieses Clusters akzeptieren ausschlieBlich die Hydroxygruppe an Position 3 der
Anthocyanidine und Flavonole. Bei FaGT1 scheint es sich also um eine Antho-
cyanidin- oder Flavonol-3-Glycosyltransferase zu handeln.

FaGT3 und FaGT6 bilden eine kleine Untergruppe innerhalb eines recht hete-
rogenen Clusters. Die héchste Ahnlichkeit besteht zu multifunktionellen Glyco-
syltransferasen aus Tabak-Zellkulturen (NtGT1a, NtGT1b und NtGT3), die Cu-
marine, Flavonoide, Naphthole und Hydroxyzimtsauren umsetzen (Taguchi et
al., 2001 und 2003a). Die Betanidin 6-Glycosyltransferase aus Zellkulturen von
Dorotheanthus bellidiformis (DbBet6GT) katalysiert die Ubertragung von UDP-
D-Glucose auf die Hydroxygruppe 6 von Betanidin, die Hydroxygruppe 3 von
Anthocyanidinen und die Hydroxygruppen 3 und 7 von Flavonolen (Vogt et al.,
1997; Vogt, 2002). Flavonole sind ebenfalls Substrate der DcGT2 aus D. caryo-
phyllus (Ogata et al., 2004). Im gleichen Cluster befinden sich auch UGT71B6,
UGT71D1 und UGT71C2 aus A. thaliana. Hervorzuheben ist die Aktivitat von
UGT71B6, die spezifisch (+)-Abscisinsaure, nicht aber (-)-Abscisinsaure akzep-
tiert (Lim et al., 2005b). UGT71D1 und UGT71C2 setzen in vitro sowohl Hydro-
xycumarine als auch Quercetin um (Lim et al., 2003a und 2004). FaGT3 und
FaGT6 konnten demnach multifunktionelle Glycosyltransferasen sein, die in
vitro Flavonole und Hydroxycumarine akzeptieren. Da die Enzyme dieses
Clusters D-Glucose auf verschiedene Hydroxygruppen der Flavonole Ubertra-
gen, ist eine Vorhersage der Regiospezifitat nicht moglich.

FaGT4 weist insgesamt geringere Ahnlichkeiten zu bereits charakterisierten
Glycosyltransferasen auf. Die Enzyme aus P. hybrida (PhA3RhaT), Ipomea nil
(In3GGT) und I. pupurea (Ip3GGT) akzeptieren Anthocyanidin-3-glucoside, un-
terscheiden sich aber in der Spezifitat fir den Zuckerdonor (Brugliera et al.,
1994; Kroon et al., 1994; Morita et al., 2005). Das Enzym aus P. hybrida ist an
der Bildung von Anthocyanidin-3-rutinosiden beteiligt, wahrend die Glyco-
syltransferasen aus /. nil und I. purpurea UDP-D-Glucose akzeptieren. Antho-
cyanidin-3-glucoside sind deshalb potentielle Substrate der rekombinanten
FaGT4.
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Abbildung 13: Phylogenetische Analyse der pflanzlichen Glycosyltransferasen. Der Baum (un-
rooted) wurde mit Proteinsequenzen und der neighbour joining Methode mit Clustal W berech-
net und mit der Software TreeView angezeigt (Thompson et al., 1994). Die GenBank-Akzes-
sionsnummern der Proteinsequenzen sind: AtUGT71B6 (BAB02840), FaGT3 (AAU09444),
FaGT6 (ABB92748), NtGT3 (BAB88934), NtGT1a (BAB60720), NtGT1b (BAB60721),
DbBet6GT (AAL57240), DcGT2 (BAD52004), AtUGT71D1 (AAC35239), AtUGT71C2
(AAC35238), SbF7G (BAA83484), LeTwi1l (CAA59450), NtIS5a (AAB36653), NtIS10a
(AAB36652), FaGT7 (ABB92749), AtUGT73B2 (AAR01231), AtUGT73B5 (AAD17392),
AtUGT73B4 (AAD17393), DbBet5GT (CAB56231), DcGT4 (BAD52006), NtSalGT (AAF61647),
FaGT5 (ABB92747), FaGT2 (AAU09443), CuLimGT (BAA93039), AtUGT84A1 (CAB10326),
AtUGT84A3 (CAB10327), BnSinGT (AAF98390), AtUGT84A2 (BAB02351), AtUGT84B2
(AAB87106), AtUGT84B1 (AAB87119), GtF3GT (BAA12737), DcGT1 (BAD52003), FaGT1
(AAU09442), VwGT1 (AAB81682), AtUGT78D2 (NP_197207), AtUGT78D1 (NP_564357),
DcGT3 (BAD52005), PhF3GalT (AAD55985), VmUFGT1 (BAA36972), FaGT4 (AAU09445),
PhA3RhaT (CAA81057), In3GGT (BAD95881) und Ip3GGT (BAD95882).
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FaGT5 weist die hochste Ahnlichkeit zu FaGT2 (Lunkenbein et al., 2006a) und
der Limonoid Glycosyltransferase aus Citrus unshiu auf (CuLimGT; Kita et al.,
2000). Wahrend letzteres Enzym nur mit einem Substrat getestet wurde, kataly-
siert FaGT2 die Bildung von Glucose-Estern einer Reihe von Hydroxybenzoe-
und Hydroxyzimtsauren. Ein ahnliches Enzym aus Brassica napus (BnSinGT)
ist eine UDP-Glucose:Sinapat Glucosyltransferase, die verschiedene Hydroxy-
zimtsauren in vitro akzeptiert und ebenfalls Glucose-Ester bildet (Milkowski et
al., 2004). UGT84A1, UGT84A2 und UGT84A3 aus A. thaliana reagieren
ebenfalls mit Hydroxyzimtsauren unter Bildung von Glucose-Estern (Lim et al.,
2001). Von diesen Enzymen akzeptiert in vitro nur UGT84A1 auch Hydroxy-
benzoesauren (Lim et al., 2002). Eine eigene kleine Untergruppe bilden die
A. thaliana Glycosyltransferasen 84B1 und 84B2, die die Pflanzenhormone
Abscisinsaure und Indolessigsaure glucosylieren (Jackson et al., 2001; Lim et
al., 2005b). Auch die Salicylsaure Glucosyltransferase aus Tabak (NtSalGT)
zeigt nur relativ wenig Ahnlichkeit zu den anderen Mitgliedern dieses Clusters.
Dieses Enzym bildet sowohl Glucoside als auch Glucose-Ester von verschiede-
nen Hydroxybenzoe- und Hydroxyzimtsauren (Lee und Raskin, 1999). Entspre-
chend der phylogenetischen Analyse katalysiert FaGT5 wahrscheinlich die Bil-
dung von Glucose-Estern von Hydroxyzimtsauren und Hydroxybenzoesauren.

FaGT7 zeigt eine hohe Ahnlichkeit zu zwei durch Salicylsdure induzierbaren
Glycosyltransferasen aus Tabak (NtIS5a und NtIS10a), die in vitro sowohl Fla-
vonole, Hydroxycumarine, Hydroxyzimtsauren und Hydroxybenzoesauren um-
setzen (Horvath und Chua, 1996; Fraissinet-Tachet et al., 1998; Vogt et al.,
1999). Auch ein wundinduziertes Protein aus Tomate (LeTwi1) mit Homologie
zu Glycosyltransferasen gehort in diese Gruppe (O’'Donnell et al., 1998).
Daneben bestehen Ahnlichkeiten zu Flavonoid Glycosyltransferasen aus Scu-
tellaria baicalensis (SbF7GT; Hirotani et al., 2000) und D. caryophyllus (DcGT4;
Ogata et al.,, 2004). Die Betanidin 5-Glycosyltransferase aus D. bellidiformis
(DbBet5GT) glucosyliert sowohl die Hydroxygruppe 5 von Betanidin als auch
die Hydroxygruppen an den Positionen 4’ und 7 von ortho-dihydroxylierten Fla-
vonolen (Vogt et al., 1999). UGT73B2, UGT73B4 und UGT73B5 aus A. thaliana
akzeptieren sowohl Flavonole als auch Hydroxycumarine als Substrate (Lim et
al., 2003a und 2004; Willits et al., 2004). Die Expression von UGT73B5 wird
durch pathogene Mikroorganismen und oxidativen Stress induziert (Langlois-

Meurinne et al.,, 2005). FaGT7 scheint also eine multifunktionelle Glycosyl-
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transferase zu sein, die Flavonole und Hydroxycumarine akzeptiert. Allerdings
ist keine Aussage Uber die Position der Glucosylierung mdglich, da in diesem

Cluster sowohl 3- als auch 7-Glucoside gebildet werden.

2.2 Fragaria x ananassa Glycosyltransferase 1 (FaGT1)

2.2.1 Genexpressionsanalyse

Die Genexpression von FaGT1 wurde in den Achanen und im Blitenboden von
Fruchten verschiedener Reifestadien mittels quantitativer Polymerase-Ketten-
reaktion (qPCR) unter Verwendung eines Fluoreszenzfarbstoffes bestimmt
(Mari Luz Bellido und Juan Munoz-Blanco, Personliche Mitteilung). Dazu ist
RNA aus dem Blitenboden und den Achéanen kleiner griner (G1), groRer gru-
ner (G3), weiller (W) und roter (R) Frichte isoliert (Abb. 6) und anschlief’end
revers transkribiert worden. Die Ergebnisse der quantitativen PCR wurden mit
dem Interspacer 26S-18S RNA Referenzgen (Benitez-Burraco et al., 2003;
Raab et al., 2006) normalisiert und nach Livak und Schmittgen (2001) als rela-
tive Expression bezogen auf grole grune Fruchte (G3) ausgedruckt.

Im Blutenboden wurde ein typisch reifekorreliertes Muster festgestellt (Abb.
14A). Auch die Genexpression in den Achanen steigt wahrend der Reifung an,
ist aber insgesamt deutlich niedriger als im Blutenboden. Die hochsten
Transkriptmengen wurden im Blltenboden reifer roter Friichte detektiert.

Viele reifekorrelierte Gene der Erdbeerfrucht stehen unter der Kontrolle des
Pflanzenhormons Auxin (Medina-Escobar et al., 1997b; Manning, 1998; Aharoni
et al., 2002; Lunkenbein et al., 2006a; Raab et al., 2006). In frihen Entwick-
lungsstadien wird Auxin von den Achanen synthetisiert und in den Blutenboden
transportiert (Perkins-Veazie, 1995). Um den Einfluss von Auxin auf die Gen-
expression der FaGT1 zu untersuchen, sind die Achanen mittelgrof3er griner
Frichte (G2) vorsichtig entfernt worden. Ein Teil der Frichte wurde mit dem
synthetischen Auxin 1-Naphthalinessigsaure (NAA) behandelt, nach 5 Tagen
geerntet und die Genexpression mit quantitativer PCR bestimmt. Alle Ergeb-
nisse wurden auf unbehandelte Kontrollfrichte mit Achanen bezogen.

Die Genexpression der FaGT1 steht unter der Kontrolle des Pflanzenhormons
Auxin (Abb. 14B). Das Entfernen der Auxin-produzierenden Achanen induziert
einen deutlichen Anstieg der Genexpression, der durch die Applikation eines

synthetischen Auxins wieder reprimiert werden kann.
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Abbildung 14: Genexpressionsstudie der FaGT17. A Reifekorrelierte Expression in Blitenboden
und Achanen kleiner griner (G1), groRer griiner (G3), weilter (W) und reifer roter (R) Friichte.
Die relativen Expressionswerte beziehen sich auf grof3e grine Frichte (G3). B Hormonelle
Kontrolle der Genexpression. Die Achanen mittelgroRer griiner Friichte (G2) wurden entfernt
und die Genexpression im Bllitenboden wurde nach 5 Tagen analysiert. Ein Teil der Frichte
ohne Achanen wurde mit dem synthetischen Auxin 1-Naphthalinessigsaure (NAA) behandelt.
Die relativen Expressionswerte beziehen sich auf die Kontrollfrlichte (Mari Luz Bellido und Juan

Munoz-Blanco, Personliche Mitteilung).

2.2.2 Heterologe Expression und biochemische Charakterisierung

2.2.2.1 Partielle Aufreinigung und Nachweis rekombinanter FaGT1

Zur heterologen Expression wurde der vollstandige offene Leserahmen der
FaGT1 in pET29a(+) kloniert. Dieser Vektor ermdglicht die Expression rekombi-
nanter Proteine mit einem N-terminalen S-Tag und einem optionalen C-termi-
nalen His-Tag. Da FaGT1 in Leserichtung mit der flr den His-Tag codierenden
Sequenz kloniert wurde, konnte das rekombinante Enzym Uber den His-Tag
aufgereinigt und detektiert werden. Als Wirtsorganismus wurde Escherichia coli
BL21 (DE3) pLysS verwendet, der eine verringerte Proteaseaktivitat und den
lacUV5 Promotor enthalt. Dies ermdglicht die Induktion der Proteinexpression
durch Zugabe von Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG), die bei 16-18 °C Uber
Nacht durchgefihrt wurde, um die Menge an aktivem, Idslichem Enzym zu er-
hohen (Ford et al.,, 1998). Die Zellen wurden anschlieffend durch eine Ultra-
schallsonotrode aufgeschlossen. Die Aufreinigung des rekombinanten Enzyms
erfolgte durch Saulchen mit immobilisierten Ni**-lonen. Die Bindung der Histi-
din-Reste des His-Tags an die Ni**-lonen der Saulchen erlaubte die affini-
tatschromatographische Aufreinigung der FaGT1. Obwohl das gewunschte
Zielprotein (50,5 kDa ohne Tag) angereichert wurde, befanden sich im Eluat

noch einige Protein-Verunreinigungen (Abb. 15A). Im Western Blot mit Anti-His
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Antikdrper konnte gezeigt werden, dass tatsachlich rekombinante FaGT1
exprimiert wurde (Abb. 15B). Das Enzym konnte also in voller Lange und in

|6slicher Form heterolog exprimiert und partiell aufgereinigt werden.

A - B
g ™ < 62 KDA
62kDA  — CD) <« FaGT1 —
475kDA —> < 47,5 kDA

Abbildung 15: Nachweis und Aufreinigung rekombinanter FaGT1. A SDS-PAGE einer durch
His-Tag Affinitatschromatographie aufgereinigten Proteinfraktion, die neben einigen Protein-
Verunreinigungen auch His-getaggte FaGT1 enthalt. B Nachweis von FaGT1 in einem

Proteinrohextrakt. Der Western Blot wurde mit Anti-His Antikérper durchgefihrt.

2.2.2.2 Substratspezifitat der rekombinanten FaGT1

Die phylogenetische Analyse deutete darauf hin, dass FaGT1 Anthocyanidine
umsetzt. Deshalb wurden zunachst Enzymassays mit rekombinanter FaGT1,
UDP-D-Glucose und verschiedenen Anthocyanidinen durchgefihrt und die Mi-
schung mit Flussigchromatographie-Elektrospray-Massenspektrometrie (LC-
ESI-MS) auf die Bildung der entsprechenden Glucoside hin untersucht. Da fur
alle getesteten Anthocyanidine (Pelargonidin, Cyanidin, Delphinidin, Peonidin,
Petunidin und Malvidin) Produkte nachgewiesen werden konnten, wurde das
Substratscreening auf andere Flavonoide ausgedehnt. Dabei konnte Aktivitat
gegenuber allen getesteten Flavonolen (Quercetin, Kampferol, Myricetin,
Isorhamnetin, Fisetin, Galangin und 3,7-Dihydroxyflavonol) au3er Morin und
3-Hydroxyflavon gezeigt werden. Morin ist das einzige getestete Substrat, das
an Position 2’ eine Hydroxygruppe aufweist. Bei Substraten anderer Stoffklas-
sen wie Flavanen (Catechin, Epicatechin), Flavanonen (Naringenin, Taxifolin),
Flavonen (5-Hydroxyflavon, 7-Hydroxyflavon, Chrysin, Apigenin), Flavonolglu-
cosiden (Quercetin-3-glucosid, Kampferol-3-glucosid) und Anthocyanen (Pelar-
gonidin-3-glucosid) konnte keine Aktivitat festgestellt werden. Ebenso wurden

Benzoe- und Zimtsaure, Betanidin, 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon
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(HDMF) und einige Hydroxycumarine (7-Hydroxycumarin, Daphnetin, Esculetin;
Abb. 35) negativ getestet. Als Zuckerdonor wurde ausschliel3lich UDP-D-Gluco-
se akzeptiert, wahrend UDP-D-Glucuronsaure und UDP-D-Galactose keine
Aktivitat zeigten. Als Negativkontrollen dienten Proteinrohextrakte, die aus BL21
(DE3) pLysS Zellen, die einen leeren pET29a(+) Expressionsvektor enthielten,
erhalten wurden. Zusatzlich sind Assays mit hitzeinaktiviertem Protein (5 Minu-
ten, 95 °C) durchgefuhrt worden. In beiden Fallen konnte keine Aktivitat nach-
gewiesen werden. Das Substratscreening zeigte, dass FaGT1 in vitro aus-
schlief3lich die Glucosylierung von Anthocyanidinen und Flavonolen (ohne Sub-

stitution an Position 2’) katalysiert.

2.2.2.3 Identifizierung der Reaktionsprodukte

Die getesteten Anthocyanidine weisen mehrere Hydroxygruppen auf, an denen
die Addition des Zuckers madglich ist, auch wenn die meisten Anthocyane als
Anthocyanidin-3-glucoside vorliegen (Macheix et al., 1990). Dass mit 3,7-Di-
hydroxyflavon, nicht aber mit Chrysin (5,7-Dihydroxyflavon) Aktivitat detektiert
werden konnte, deutete ebenfalls auf eine Glucosylierung an Position 3 hin.

Um dieses Ergebnis abzusichern, wurden Pelargonidin-3-glucosid, Quercetin-3-
glucosid und Kampferol-3-glucosid als authentische Referenzsubstanzen flr die
Flussigchromatographie-Elektrospray-Massenspektrometrie (LC-ESI-MS) ein-
gesetzt. Die Retentionszeiten und MS2-Spektren stimmten in allen Fallen mit
den entsprechenden Reaktionsprodukten Uberein (Abb. 16). Pelargonidin-3-
glucosid weist durch den transferierten Zucker eine héhere Wasserldslichkeit
als das eingesetzte Substrat auf und eluiert bei den gewahlten chromatographi-
schen Bedingungen friher (Abb. 16A, B, C). Im MS2-Spektrum kann man die
Abspaltung eines Molekuls D-Glucose erkennen (Abb. 16D).

Anthocyane weisen charakteristische UV/Vis-Spektren auf. Deshalb wurden
Pelargonidin-3-glucosid und das aus Pelargonidin gebildete Reaktionsprodukt
auch mit  Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Diodenarraydetektion
(HPLC-DAD) untersucht. Wie Abbildung 16E zeigt, stimmen die UV/Vis-Spek-
tren von Pelargonidin-3-glucosid und dem Reaktionsprodukt exakt uberein.
Damit konnte eindeutig gezeigt werden, dass FaGT1 in vitro die Bildung von

Pelargonidin-3-glucosid katalysiert.
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Abbildung 16: Identifizierung des aus Pelargonidin gebildeten Reaktionsproduktes. A-D LC-
ESI-MS Untersuchung eines FaGT1 Assays im positiven Modus. Man erkennt sowohl im
UV/Vis-Chromatogramm (520 nm, A) als auch in den lonenspuren m/z 271 (B) und m/z 433 (C),
dass aus Pelargonidin eine friher eluierende, glucosylierte Verbindung gebildet wird. Im MS?-
Spektrum (D) des gebildeten Reaktionsproduktes kann die Abspaltung von Glucose beobachtet
werden. E HPLC-DAD Untersuchung eines FaGT1 Assays. Die charakteristischen UV/Vis-
Spektren der Referenzsubstanz Pelargonidin-3-glucosid (P-3-glc) und des Reaktionsproduktes

stimmen exakt Uberein.

2.2.2.4 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Zur Ermittlung der optimalen Reaktionsbedingungen wurden Enzymassays mit
Pelargonidin und radioaktiv markierter UDP-D-Glucose und anschlielRender
Detektion im Flussigszintillationszahler durchgefuhrt. Das pH-Optimum ist dabei
sowohl in Tris-Puffer (pH 7,0-9,5) als auch in Mclllvaine-Puffer (pH 4,0-8,0) be-
stimmt worden. In beiden Puffersystemen wurden die hochsten Aktivitaten zwi-
schen pH 7,0 und 8,0 ermittelt, wobei die beste Umsatzrate in Tris-Puffer er-
reicht wurde (Abb. 17A). AnschlieRend sind Inkubationstemperaturen von 15 °C
bis 45 °C getestet worden. Die héchsten Aktivitaten wurden zwischen 25 °C und
35 °C mit einem Maximum bei 30 °C gemessen (Abb. 17B). Die Addition von
bis zu 200 mM Mg?** fiihrte zu keiner messbaren Beeinflussung der enzymati-

schen Aktivitat. Die Produktbildung ist unter diesen Bedingungen flr mindes-
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tens 60 Minuten linear (Abb. 17C). Alle folgenden Assays wurden daher bei pH
7,0 (Tris-Puffer) und 30 °C fir 30 Minuten inkubiert.
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Abbildung 17: Optimierung der Reaktionsbedingungen der FaGT1. A Einfluss des pH-Wertes.
Die Bildung von Pelargonidin-3-glucosid wurde bei 30 °C und einer Inkubationszeit von 30 Mi-
nuten in Tris- und Mclllvaine-Puffer bei verschiedenen pH-Werten gemessen. B Einfluss der
Inkubationstemperatur. Die Bildung von Pelargonidin-3-glucosid wurde bei pH 7 (Tris-Puffer)
und einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei verschiedenen Inkubationstemperaturen detek-
tiert. C Einfluss der Inkubationszeit auf die Produktbildung. Die Assays wurden bei pH 7 (Tris-
Puffer) und 30 °C inkubiert.

2.2.2.5 Bevorzugte Substrate in vitro

Die relative Aktivitdt von FaGT1 gegenuber den positiv getesteten Substraten
ist unter optimalen Reaktionsbedingungen in Assays mit Radiodetektion vergli-
chen worden (Abb. 18). Pelargonidin, Cyanidin und Peonidin wurden bevorzugt
umgesetzt, wahrend Delphinidin, Petunidin, Malvidin und alle Flavonole gerin-
gere Umsatzraten aufwiesen. Es ist auffallig, dass Substrate ohne Substitution
an Position 5’ (Pelargonidin, Cyanidin, Peonidin) bevorzugt glucosyliert werden.
Die Substitution von Hydroxy- durch Methoxygruppen reduziert die Produktbil-

dung weiter. FaGT1 katalysiert also in vitro bevorzugt die Glucosylierung der
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Anthocyanidine Pelargonidin, Cyanidin und Peonidin, wahrend Flavonole deut-

lich reduzierte Umsatzraten aufweisen.
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Abbildung 18: Relative Aktivitaten von FaGT1 gegenlber verschiedenen Substraten. Das re-
kombinante Enzym wurde mit dem entsprechenden Substrat und radioaktiv markierter UDP-D-
Glucose bei pH 7,0 (Tris-Puffer) und 30 °C 30 Minuten lang inkubiert. Die Produktbildung wurde
durch FlUssigszintillation gemessen. Die relativen Aktivitdten beziehen sich auf das beste Sub-
strat Cyanidin (100 %).

2.2.2.6 Ermittlung der kinetischen Parameter

Flur das wichtigste in der Erdbeere vorkommende Anthocyanidin Pelargonidin
und fur UDP-D-Glucose erfolgte die Bestimmung der kinetischen Parameter bei
optimalen Bedingungen. Dazu wurde bei konstanter UDP-D-Glucose Konzen-
tration die Menge Pelargonidin variiert und die Reaktionsgeschwindigkeit ge-
messen. Dabei ergab sich die fur eine Michaelis-Menten-Kinetik typische Sat-
tigungskurve (Abb. 19A). Mit der Software SigmaPlot wurden aus der Hyperbel
die maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vax und die Konzentration bei halb-
maximaler Geschwindigkeit (Michaelis-Menten-Konstante, K,) ermittelt. Der K-
Wert fur Pelargonidin ist 30 uM bei einer maximalen Reaktionsgeschwindigkei-
ten von 21 nkat/mg (Abb. 19B). UDP-D-Glucose zeigt bei konstanter Pelargoni-
din Konzentration einen K,-Wert von 1,1 mM und eine V. von 73 nkat/mg
(Abb. 19B).
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Abbildung 19: Kinetische Parameter flr ausgesuchte Substrate der FaGT1. A Sattigungskurve
fur UDP-D-Glucose. Die Daten wurden bei konstanter Pelargonidin Konzentration bei 30 °C und
pH 7,0 (Tris-Puffer) aufgenommen. Die graphische Auswertung erfolgte mit der Software
SigmaPlot. B Die aus den Sattigungskurven ermittelten kinetischen Parameter fiir Pelargonidin
und UDP-D-Glucose.

2.2.3RNAi-induzierte Herabregulation von FaGT1

2.2.3.1 Konstruktion von pBI-FaGT17i und Infiltration

Um die in vitro ermittelte Substratspezifitat zu bestatigen, wurde die Genexpres-
sion der FaGT1 in planta herabreguliert. Das Potential doppelstrangiger RNA
spezifisch die Expression des betreffenden Gens zu unterdriicken, wurde erst-
mals im Fadenwurm Caenorhabditis elegans beschrieben (Fire et al., 1998).
Seitdem ist diese Technologie von vielen Gruppen erfolgreich weiterentwickelt
und in zahlreichen Organismen angewandt worden. Kurzlich wurde eine Me-
thode beschrieben, mittels der die Expression reifekorrelierter Gene in Erd-
beerfriichten durch die Injektion von intron-hairpin (ihp)-RNA Konstrukten unter-
drickt werden kann (Hoffmann et al., 2006). Die ersten 500 bp des offenen Le-
serahmens der FaGT1 wurden deshalb in sense- und antisense-Richtung, ge-
trennt durch ein Intron der Chinon-Oxidoreduktase (FaQR) aus Erdbeeren
(Raab et al., 2006), in den Vektor pBl121 ligiert. Das entstandene Konstrukt
(pBl-FaGT1i) wurde in Agrobacterium tumefaciens transformiert und in mittel-
grolde grune Erdbeerfrichte (14 Tage nach der Befruchtung) injiziert. Die reifen
Erdbeerfrichte sind nach weiteren 14 Tagen geerntet und mit semi-quantitativer
PCR und Flussigchromatographie-Elektrospray-Massenspektrometrie (LC-ESI-
MS) untersucht worden. Als Kontrolle wurde ein Konstrukt injiziert, dass aus
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dem pBI121-Vektor und dem Glucuronidase-Gen (GUS) unterbrochen mit dem

Intron der Chinon-Oxidoreduktase aus Erdbeeren bestand (pBl-Intron).

2.2.3.2 Genexpressionsanalyse durch semi-quantitative PCR

Um die erfolgreiche Herabregulation der FaGT71 nachzuweisen, ist aus den
transfizierten Frichten RNA isoliert und revers transkribiert worden. Als Refe-
renzgen wurde eine flr ein DNA Binding Protein (DBP) codierende Sequenz
gewahlt (Schaart et al., 2002). Da fur die quantitative Bestimmung kein Ther-
mocycler mit Fluoreszenz-Detektion zur Verfigung stand, wurde nach jeweils
25, 30, 35 und 40 Zyklen ein Aliquot der PCR-Reaktion entnommen und auf ein
Agarose-Gel aufgetragen (Abb. 20).

In etwa einem Drittel der infiltrierten Frichte konnte eine deutliche Herabregula-
tion nachgewiesen werden. Amplifikate der FaGT17 sind in den mit pBl-FaGT1i
transfizierten Frichten erst nach etwa 40 Zyklen in geringer Menge detektier-
bar. In den Kontrollfriichten (pBl-Intron) ist dagegen bereits nach 30 Zyklen eine
deutliche Bande nachweisbar. Wie das Referenzgen (DBP) zeigt, wurden fur
beide Fruchte vergleichbare mRNA-Mengen revers transkribiert und fur die
semi-quantitative PCR eingesetzt. Die Expression der FaGT1 konnte also durch

die Injektion von pBIl-FaGT1i erfolgreich herabreguliert werden.

pBl-Iintron pBl-FaGT1i
25 30

35 40 25 30 35 40
FaGT1 FaGT1
s N N
bBpP DBP
p R ' I

Abbildung 20: Herabregulation der FaGT1 durch intron-hairpin (ihp)-RNA. Aus Kontrollfriichten
(pBl-Intron) und mit pBI-FaGT1i transfizierten Friichten wurde RNA isoliert und revers transkri-

biert. Die Expression der FaGT1 und des Referenzgens (DBP) wurde mit semi-quantitativer
PCR ermittelt. Aliquote der PCR-Reaktion wurden nach 25, 30, 35 und 40 Zyklen enthommen

und auf ein Agarose-Gel aufgetragen.
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2.2.3.3 Phanotyp der Frichte mit verringerter FaGT7-Expression

Die Erdbeerfrichte mit verringerter FaGT7-Expression weisen nur einen leicht
veranderten Phanotyp auf. Wahrend die mit dem Kontrollkonstrukt pBl-Intron
infiltrierten Frlchte eine intensiv dunkelrote Farbe besitzen, sind die entspre-
chenden pBIl-FaGT17i-Erdbeeren etwas heller gefarbt. Auch der Farbton ist
leicht verandert und von einem dunklen Rot zu orangefarbeneren Ténen ver-
schoben (Abb. 21).

A

Abbildung 21: Phanotyp der Erdbeerfriichte mit verringerter FaGT1-Expression. Kontrollerd-
beeren (A), die mit pBl-Intron transfiziert wurden, weisen eine intensiv dunkelrote Farbung auf.
Die Erdbeeren mit herabregulierter FaGT1 (B) sind weniger stark gefarbt und weisen einen
leicht veranderten Farbton auf.

2.2.3.4 Auswirkungen auf den Sekundarstoffwechsel

In Kontrollfrichten (pBl-Intron) und Frichten, die eine deutlich erniedrigte Ex-
pression der FaGT1 aufweisen, wurde die Konzentration verschiedener Sekun-
darmetabolite mit LC-ESI-MS bestimmt. Die Ergebnisse wurden mit einem dem
Extraktionsmittel beigefugten internen Standard (4-Methylumbelliferyl-B-glucu-
ronid) normalisiert. Die Identifizierung der einzelnen Verbindungen erfolgte
durch Vergleich der Retentionszeit, Molekiilionen und MS2-Spektren mit Refe-
renzsubstanzen und Literaturdaten. Aufgrund der biologischen Variabilitdt und
ungleichmafiger Herabregulation der FaGT1 in den infiltrierten Frichten, wei-
sen die ermittelten Konzentrationen der einzelnen Metabolite eine relativ grolde
Schwankungsbreite auf (Abb. 22A). AuRerdem sind die Konzentrationen der
Metabolite in transgenen Erdbeerfrichten nicht normalverteilt (Lunkenbein et
al., 2006b). Deshalb wurde der parameterfreie Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test
verwendet, um signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen (pBl-Intron
und pBIl-FaGT1i) nachzuweisen (Hart, 2001; Hoffmann et al., 2006; Abb. 22B).
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Abbildung 22: Auswirkung der Herabregulation von FaGT1 auf den Sekundarstoffwechsel.
A Box-Whisker-Plots mit der quantitativen Auswertung der Peakflachen verschiedener
Sekundarmetabolite in mit pBIl-FaGT1i transfizierten Frichten (links, n=5) und in
Kontrollfrichten (pBI-Intron, rechts, n=5). Dargestellt sind der Median (horizontale Linie) und der
Bereich der Interquartile (graue Box). Der Whisker (vertikale Linie) reicht bis zu den
Extremwerten jeder Gruppe. B Der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test wurde zum parameterfreien
Vergleich der Konzentrationen in mit pBl-FaGT1i infiltrierten Frichten und Kontrollfriichten (pBl-
Intron) verwendet. Statistisch signifikante Werte mit einem Signifikanzniveau p < 1:10? (1 %)

sind grau gekennzeichnet.
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Wie der Signifikanztest und die Box-Whisker-Plots zeigen, werden die Konzen-
trationen aller auf Pelargonidin basierenden Anthocyane in den injizierten
Friichten deutlich erniedrigt (p = 7,9 - 10®). Das gleiche trifft auf K&mpferol-3-
glucosid zu, wahrend der Gehalt von Quercetin-3-glucosid kaum beeinflusst
wird. Die Konzentration an Cyanidin-3-glucosid ist weniger deutlich erniedrigt
als die des entsprechenden malonylierten Derivats. Zum Vergleich ist der Box-
Whisker-Plot von 4-Hydroxybenzoesaureglucose-Ester angegeben. Das ent-
sprechende Aglycon ist kein Substrat rekombinanter FaGT1 und die Kon-
zentration des Esters wird durch die Injektion von pBl-FaGT17i nicht verandert.
Damit konnte gezeigt werden, dass FaGT1 auch in planta die Glucosylierung
der Anthocyanidine katalysiert und an der Biosynthese der Anthocyane beteiligt

ist.

2.3 Fragaria x ananassa Glycosyltransferase 3 & 4 (FaGT3 & 4)

2.3.1 Genexpressionsanalyse

2.3.1.1  Fruchtspezifische und reifekorrelierte Expression

Die gewebespezifische und zeitliche Expression der FaGT3- und FaGT4-Gene
wurde mit quantitativer PCR ermittelt. Dazu ist RNA aus dem Blutenboden und
den Achanen kleiner griiner (G1), weilder (W), pinkfarbener (P) und roter (R)
Frichte (Abb. 6) isoliert worden. Beide Glycosyltransferasen zeigen eine reife-
korrelierte Genexpression und weisen die hochsten Transkriptmengen in reifen
roten Frichten (R) auf (Abb. 23). Der relative Anstieg der Genexpression ist bei
FaGT4 insgesamt grolier als bei FaGT3. Auffallig ist die geringe Transkript-
menge der FaGT3 in pinkfarbenen Fruchten (P).

Die Expression in den Achanen von Frichten aller Reifestadien ist bei beiden
Glycosyltransferasen um GroéRenordnungen niedriger als im Blitenboden reifer
roter Frichte. FaGT3 wird auch in den Achanen schwach reifekorreliert expri-
miert, wobei aber maximal die Werte des Blutenbodens weiler Frichte erreicht
werden. Die Expression von FaGT4 in den Achanen ist nicht reifekorreliert und
die Transkriptmengen liegen im Bereich des Blitenbodens kleiner griner
Frichte.

Die gewebespezifische Expression wurde auch in Wurzeln, Blattern, Bluten,
Auslaufern und dem Wurzelhals bestimmt. Bei FaGT3 konnte in allen Geweben
eine basale Expression in maximal der gleichen GrélRenordnung wie im Bluten-

boden kleiner griner Frichte detektiert werden. Transkripte der FaGT4 waren



2 ERGEBNISSE 58

in Wurzeln und Blattern auch mit quantitativer PCR nicht nachweisbar, in den
anderen Geweben wurde ebenfalls eine basale Expression nachgewiesen.
Unter Berlcksichtigung der extrem hohen Sensitivitdt der quantitativen PCR
kann die Expression der FaGT3 und FaGT4 als fruchtspezifisch und reifekorre-

liert bezeichnet werden.
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Abbildung 23: Reifekorrelierte Expression der FaGT3 (A) und FaGT4 (B) im Blutenboden. RNA
wurde aus dem Blitenboden kleiner griiner (G1), weilter (W), pinkfarbener (P) und reifer roter
(R) Erdbeerfrichte isoliert. Nach reverser Transkription wurde die Genexpression mit quantitati-
ver PCR bestimmt. Die relativen Expressionswerte beziehen sich auf kleine griine Friichte (G1).
Beide Glycosyltransferasen zeigen eine stark reifekorrelierte Expression und weisen die grofte
Transkriptmenge in reifen roten (R) Friichten auf.

2.3.1.2 Hormonelle Kontrolle und wundinduzierte Expression

Der Einfluss von Auxin auf die Genexpression der FaGT3 und FaGT4 ist analog
zu 2.2.1 untersucht worden. Die Genexpression der FaGT3 wurde durch das
Entfernen der Achanen sehr stark induziert (Abb. 24A). Allerdings konnte die
Applikation exogener 1-Naphthalinessigsaure (NAA) diesen Anstieg nicht
signifikant reprimieren. Das Pflanzenhormon Auxin scheint also keinen Einfluss
auf die Transkriptmenge der FaGT3 zu haben. Da der Blitenboden beim
Entfernen der Achanen mit dem Skalpell leicht verletzt wird, kann dies auf eine
wundinduzierte Expression hindeuten.

Auch bei FaGT4 wird ein Anstieg der Transkriptmenge durch das Entfernen der
Achanen induziert (Abb. 24B). Durch die Anwendung des synthetischen Auxins
NAA kann diese Induktion aber fast vollstandig revertiert werden. Die Expres-
sion der FaGT4 steht somit unter negativer Kontrolle durch das Pflanzenhor-

mon Auxin.
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Abbildung 24: Wundinduzierte Expression der FaGT3 (A) und hormonelle Kontrolle der Ex-
pression der FaGT4 (B). Die Achanen von mittelgroRen griinen Friichten (G2) wurden entfernt
und nach 5 Tagen erfolgte die Ernte der Friichte. Ein Teil der Friichte ohne Achanen wurde mit
dem synthetischen Auxin 1-Naphthalinessigsaure (NAA) behandelt. Die Genexpression der
FaGT3 und FaGT4 wurde anschlieRend mit quantitativer PCR bestimmt. Alle relativen Expres-
sionswerte beziehen sich auf die Kontrollfrlichte. A Die Genexpression der FaGT3 wird durch
das Entfernen der Achanen induziert, die Applikation von Auxin hat keinen signifikanten Effekt.
B Die Genexpression der FaGT4 wird ebenfalls durch das Entfernen der Achanen induziert,
kann aber durch die Applikation von Auxin reprimiert werden. Dies deutet darauf hin, dass die

Expression der FaGT4 durch das Pflanzenhormon Auxin negativ reguliert wird.

2.3.2 Heterologe Expression

2.3.2.1 Nachweis der rekombinanten Enzyme

Die vollstandigen offenen Leserahmen der FaGT3 und FaGT4 wurden in den
Expressionsvektor pET29a(+) kloniert und in Escherichia coli BL21 (DES3)
pLysS Zellen heterolog exprimiert. Nach dem Zellaufschluss sind die entspre-
chenden Proteinrohextrakte mit SDS-PAGE und Western Blot untersucht wor-
den. Dazu wurde ein spezifischer Antikorper gegen den His-Tag am C-Termi-
nus der rekombinanten Proteine verwendet. In beiden Fallen konnte eine Bande
in der korrekten Grole (FaGT3: 52,8 kDa; FaGT4: 54,3 kDa) im Western Blot
detektiert werden (Abb. 25). FaGT3 und FaGT4 wurden also in voller Lange

und in I8slicher Form heterolog exprimiert.
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Abbildung 25: Nachweis rekombinanter FaGT3 (A) und FaGT4 (B) im Proteinrohextrakt. Der
Western Blot wurde mit Anti-His Antikorper gegen den His-Tag am C-Terminus der rekombi-

nanten Proteine durchgefihrt.

2.3.2.2 Aktivitatsassays

Mit beiden Proteinrohextrakten wurden Enzymassays durchgeflihrt. Die Glyco-
syltransferasen, die die héchste phylogenetische Ahnlichkeit zu FaGT3 aufwei-
sen, akzeptieren in vitro Flavonole. Deshalb wurden die FaGT3 Assays mit
Quercetin bzw. Kampferol und UDP-D-Glucose durchgefuhrt. Obwohl im Pro-
teinrohextrakt 16sliche FaGT3 vorlag, konnte keine Aktivitat nachgewiesen wer-
den.

Die phylogenetische Analyse von FaGT4 wies darauf hin, dass Anthocyanidin-
3-glucoside potentielle Substrate der FaGT4 sind. Da UDP-L-Rhamnose kom-
merziell nicht erhaltlich ist, wurden die Enzymassays mit UDP-D-Glucose und
Pelargonidin-3-glucosid durchgefiihrt. Zusatzlich wurden auch die Flavonole
Kampferol und Quercetin getestet. In keinem Fall konnte enzymatische Aktivitat
nachgewiesen werden, obwohl auch hier 16sliche FaGT4 im Proteinrohextrakt

detektiert werden konnte.

2.4 Fragaria x ananassa Glycosyltransferase 5 (FaGT5)

2.4.1 Genexpressionsanalyse

Die Genexpression der FaGT5 wurde ebenfalls mit quantitativer PCR unter-
sucht. Die Transkriptmengen sind in kleinen grinen (G1), grof3en grinen (G3),
weilken (W), pinkfarbenen (P) und roten (R) Fruchten (Abb. 6) bestimmt wor-
den. Um den Einfluss des Pflanzenhormons Auxin zu untersuchen, sind die

Achanen von mittelgro3en grinen Frichten (G2) analog zu 2.2.1 entfernt wor-



2 ERGEBNISSE 61

den. Ein Teil der Frichte ohne Achanen wurde mit dem synthetischen Auxin
1-Napthalinessigsaure (NAA) behandelt.

FaGT5 zeigt wie FaGT1 und FaGT3-4 eine reifekorrelierte Genexpression und
ist am starksten im BlUtenboden reifer roter Frichte (R) exprimiert (Abb. 26A).
Die Transkriptmengen in den Achanen waren nicht reifekorreliert und erreichten
maximal den Wert des Blitenbodens kleiner griiner Frichte (G1). In Wurzeln
war mit quantitativer PCR keine Expression nachweisbar. In Blattern, Blute und
Wurzelhals bewegten sich die ermittelten Transkriptmengen ebenfalls im Be-
reich des BlUtenbodens kleiner griner Frichte (G1). Da mit quantitativer PCR
auch sehr seltene Transkripte detektiert werden, kann bei FaGT5 ebenfalls von

einer fruchtspezifischen und reifekorrelierten Expression gesprochen werden.
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Abbildung 26: Genexpressionsstudie der FaGT5. A Reifekorrelierte Expression im Blutenbo-
den. RNA wurde aus dem Blitenboden kleiner griner (G1), grofl3er griiner (G3), weiler (W),
pinkfarbener (P) und reifer roter (R) Erdbeerfriichte isoliert. Nach reverser Transkription wurde
die Genexpression mit quantitativer PCR bestimmt. Die relativen Expressionswerte beziehen
sich auf kleine griine Friichte (G1). FaGT5 wird reifekorreliert exprimiert und weist die grofite
Transkriptmenge in reifen roten (R) Friichten auf. B Hormonelle Kontrolle der Expression der
FaGT5. Die Achanen mittelgrof3er griiner Friichte (G2) wurden entfernt und nach 5 Tagen er-
folgte die Ernte der Frichte. Ein Teil der Frichte ohne Achanen wurde mit dem synthetischen
Auxin 1-Naphthalinessigsdure (NAA) behandelt. Die Genexpression der FaGT5 wurde mit
quantitativer PCR bestimmt. Die relativen Expressionswerte beziehen sich auf die Kontroll-
frichte. Die Genexpression der FaGT5 wird durch das Entfernen der Achanen induziert, kann
aber durch die Applikation von Auxin reprimiert werden. Dies deutet darauf hin, dass die Gen-

expression durch das Pflanzenhormon Auxin negativ reguliert wird.

Durch das Entfernen der Achanen wird die Expression der FaGT5 induziert
(Abb. 26B). Dieser Effekt konnte aber durch die Applikation einer Auxin-Paste
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wieder rickgangig gemacht werden. Die Genexpression der FaGT5 scheint

also vom Pflanzenhormon Auxin negativ kontrolliert zu werden.

2.4.2 Heterologe Expression und biochemische Charakterisierung

2.4.2.1 Aufreinigung und Nachweis rekombinanter FaGT5

Da durch His-Tag Affinitatschromatographie nur eine partielle Aufreinigung re-
kombinanter FaGT1 erreicht werden konnte, wurde FaGT5 in den Expressions-
vektor pGEX-4T-1 kloniert und als Fusionsprotein mit Glutathion S-Transferase
(GST) exprimiert. Die heterologe Expression und der Zellaufschluss erfolgte
ansonsten wie bei FaGT1. Durch die Verwendung dieses Expressionssystems
wird die Ldslichkeit des rekombinanten Proteins erhéht und eine Aufreinigung
durch GST Affinitatschromatographie ermdglicht. Dazu wird ein Harz mit immo-
bilisiertem reduziertem Glutathion verwendet, an das die GST-Doméane bindet.
Die Elution des Fusionsproteins erfolgte mit 10 mM reduziertem Glutathion. Die
erhaltene Proteinfraktion wurde mit SDS-PAGE untersucht. Dabei konnte so-
wohl das Fusionsprotein (52,5 kDa FaGT5 + 29 kDa GST), als auch GST (29
kDa) detektiert werden (Abb. 27A). Die Instabilitat des Fusionsproteins und die
Abspaltung von GST stellt ein bereits von anderen Arbeitsgruppen beobachte-
tes Problem bei der Verwendung dieses Expressionssystems dar (Jackson et
al., 2001; Isayenkova et al., 2006).
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Abbildung 27: Aufreinigung und Nachweis rekombinanter FaGT5. A SDS-PAGE einer durch
GST Affinitatschromatographie aufgereinigten Proteinfraktion, die sowohl GST (29 kDa) als
auch das Fusionsprotein (52,5 kDa FaGT5 + 29 kDA GST) enthalt. B Mit Anti-GST Antikérper

durchgefuhrter Western Blot einer aufgereinigten Proteinfraktion.

Hervorzuheben ist, dass ausschlie3lich Proteine, die an reduziertes Glutathion

binden, aufgereinigt wurden. Dadurch konnte in einem chromatographischen
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Schritt bereits eine erfolgreiche Aufreinigung erreicht und im Western Blot mit
Anti-GST Antikérper das Fusionsprotein nachgewiesen werden (Abb. 27B).
FaGT5 ist also in I8slicher Form exprimiert und erfolgreich aufgereinigt worden.

2.4.2.2 Substratspezifitat der rekombinanten FaGT5

Aufgrund der phylogenetischen Analyse wurden zunachst Hydroxybenzoe- und
Hydroxyzimtsauren als Substrate getestet. Die Assays sind mit rekombinanter
FaGT5 und UDP-D-Glucose durchgefuhrt und die Produkte mit LC-ESI-MS
untersucht worden. Mit Zimtsaure und Hydroxyzimtsauren (o-Cumarsaure,
m-Cumarsaure, p-Cumarsaure, Kaffeesaure, Ferulasaure, Sinapinsaure und
3,4-Dimethoxyzimtsaure) konnte eine Produktbildung nachgewiesen werden.
Auch Benzoesaure und einige Hydroxybenzoesauren (3-Hydroxybenzoesaure,
4-Hydroxybenzoesaure, Vanillinsaure, 3,4-Dihydroxybenzoesaure und 3,4-Di-
methoxybenzoesaure) wurden positiv getestet. Salicylsaure, Gentisinsaure,
Gallussaure und Sorbinsaure lieferten hingegen keine Produkte. Uberraschen-
derweise wurden auch Spuren von Quercetin, Kaémpferol, 7-Hydroxyflavon und
7-Hydroxycumarin umgesetzt, wahrend Pelargonidin, Callistephin, Catechin,
3-Hydroxyflavon, 5-Hydroxyflavon und andere Hydroxycumarine (Daphnetin,
Esculetin; Abb. 35) keine Substrate waren. Auch die Pflanzenhormone 3-Indol-
essigsaure, Abscisinsaure, Gibellerinsdure sowie 1-Naphthol, 2-Naphthol und
der Aromastoff 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (HDMF) wurden nicht
glucosyliert. Als Negativkontrollen sind Proteinrohextrakte aus BL21 (DES3)
pLysS Zellen verwendet worden, die den leeren Expressionsvektor pGEX-4T-1
enthielten. Zusatzlich wurden hitzeinaktivierte Proteinextrakte eingesetzt (5 Mi-
nuten, 95 °C). Es konnte somit gezeigt werden, dass rekombinante FaGT5 in

vitro sowohl Hydroxybenzoesauren als auch Hydroxyzimtsauren umsetzt.

2.4.2.3 lIdentifizierung der Reaktionsprodukte

Eine Nebenaktivitat der FaGT5 wurde mit Quercetin beobachtet. Durch Refe-
renzsubstanzen konnten die Reaktionsprodukte als Quercetin-3-glucosid und
Quercetin-4’-glucosid identifiziert werden (vgl. 2.5.2.3).

Die eigentlichen Substrate der FaGT5 sind allerdings Hydroxyzimt- und
Hydroxybenzoesauren. Der Transfer eines aktivierten Zuckers kann bei diesen
Verbindungen sowohl auf die Saure- als auch auf die Hydroxygruppe des Mole-

klls erfolgen. Dabei entstehen entweder Zucker-Ester oder Glycoside. Bei Ben-
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zoesaure, Zimtsaure und den entsprechenden 3,4-dimethoxylierten Derivaten
kommt aufgrund der fehlenden Hydroxygruppe nur die Bildung der entspre-
chenden Glucose-Ester in Frage. Um zu zeigen, dass auch bei Kaffeesaure ein
Zucker-Ester und kein Glycosid gebildet wird, wurde eine alkalische Hydrolyse
des enzymatisch gebildeten Produkts durchgeflhrt. Unter alkalischen Bedin-
gungen werden Esterbindungen gespalten, wahrend glycosidische Bindungen
unbeeinflusst bleiben (Lim et al., 2001). Wie Abbildung 28 zeigt, konnte das
Reaktionsprodukt der Kaffeesdure nach einer Alkalibehandlung nicht mehr

nachgewiesen werden. FaGT5 bildet also den Glucose-Ester von Kaffeesaure.

Intens.{
><1?75 : Ohne alkalische Hydrolyse [Kaffeesaure+Glucose-H] miz 341 A
1.0 3
x10° - . i
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Abbildung 28: Nachweis der Bildung von Glucose-Ester durch FaGT5. Ein Standardassay mit
FaGT5, UDP-D-Glucose und Kaffeesdure wurde nach erfolgter enzymatischer Reaktion mit
1 M NaOH versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert (C, D). Als Kontrolle wurde
ein Teil des Assays mit Wasser versetzt (A, B). Die Analytik erfolgte mit LC-ESI-MS im
negativen Modus. Die Chromatogramme zeigen die lonenspuren des Reaktionsproduktes
(m/z 341; A, C) und des Substrates (Kaffeesaure; m/z 179; B, D). Nach einer alkalischen
Behandlung ist das gebildete Produkt nicht mehr nachweisbar (C). Dies deutet auf die Bildung

eines Glucose-Esters hin, da glycosidische Bindungen durch NaOH nicht beeinflusst werden.

2424 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Die Optimierung der Enzymassays wurde mit radioaktiv markierter UDP-D-Glu-
cose und 4-Hydroxybenzoesaure durchgefiihrt, da erste Tests auf eine hohe
Aktivitat dieses Substrats hinwiesen. Die hochsten Umsatzraten konnten bei pH
6,5-7,0 in Mclllvaine-Puffer gemessen werden (Abb. 29A). Das Temperaturop-
timum betrug 30 °C (Abb. 29B) und unter diesen Bedingungen war die Produkt-

zunahme flr mindestens 30 Minuten linear (Abb. 29C). Alle folgenden Assays
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wurden deshalb bei 30 °C in Mclllvaine-Puffer bei pH 7,0 fur 30 Minuten inku-
biert.
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Abbildung 29: Optimierung der Reaktionsbedingungen der FaGT5. A Einfluss des pH-Wertes.
Die Bildung von 4-Hydroxybenzoesaureglucose-Ester wurde bei 30 °C und einer Inkubations-
zeit von 30 Minuten in Tris- und Mclllvaine-Puffer bei verschiedenen pH-Werten gemessen.
B Einfluss der Inkubationstemperatur. Die Bildung von 4-Hydroxybenzoesaureglucose-Ester
wurde bei pH 7 (Tris-Puffer) und einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei verschiedenen Inku-
bationstemperaturen detektiert. C Einfluss der Inkubationszeit auf die Produktbildung. Die
Assays wurden bei pH 7 (Tris-Puffer) und 30 °C inkubiert.

2.4.2.5 Bevorzugte Substrate in vitro

Um die bevorzugten Substrate zu ermitteln, wurden verschiedene Hydroxy-
benzoe- und Hydroxyzimtsauren in Assays mit radioaktiv markierter UDP-D-
Glucose und anschlieRender Radiodetektion eingesetzt (Abb. 30). Hydroxy-
zimtsauren weisen im allgemeinen hohere Umsatzraten als die entsprechenden
Hydroxybenzoesauren auf. Beim Vorhandensein einer Hydroxygruppe nimmt in
beiden Fallen die Aktivitdt von der ortho- Uber die meta- zur para-Stellung zu.
Salicylsaure (2-Hydroxybenzoesaure) wird nicht als Substrat akzeptiert. Auch
das entsprechende Zimtsaurederivat (o-Cumarsaure) weist eine relativ niedrige
Aktivitat auf. Die hdochsten Umsatzraten zeigen Substrate mit mindestens zwei

Hydroxy- oder Methoxygruppen in meta- und para-Stellung auf. Das beste ge-
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testete Substrat rekombinanter FaGT5 ist Kaffeesaure, gefolgt von Ferulasaure,

Sinapinsaure und Vanillinsaure.
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Abbildung 30: Relative Aktivitaten verschiedener Substrate der FaGT5. Das rekombinante
Enzym wurde mit dem entsprechenden Substrat und radioaktiv markierter UDP-D-Glucose bei
pH 7,0 (Mcllivaine-Puffer) und 30 °C 30 Minuten lang inkubiert. Die relativen Aktivitaten bezie-
hen sich auf das beste Substrat Kaffeesaure (100 %).

24.2.6 Ermittlung der kinetischen Parameter
Da Kaffeesaure und Ferulasaure in vitro die hochste Aktivitat aufwiesen und
ihre Glucose-Ester in Erdbeeren vorkommen (Herrmann, 2001), wurden die

kinetischen Daten fir diese Substrate bestimmt (Abb. 31).
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Abbildung 31: Kinetische Parameter fiir ausgesuchte Substrate der FaGT5. A Sattigungskurve
fur Ferulasaure. Die Daten wurden bei konstanter UDP-D-Glucose Konzentration bei 30 °C und
pH 7,0 (Mclllvaine-Puffer) erhalten. Die graphische Auswertung erfolgte mit der Software
SigmaPlot. B Die aus den Sattigungskurven ermittelten kinetischen Parameter fur Kaffeesaure,

Ferulasaure und UDP-D-Glucose. Die kinetischen Daten fir UDP-D-Glucose wurden bei kon-

stanter Kaffeesaure Konzentration ermittelt.
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Bei konstanter UDP-D-Glucose Konzentration ergab sich fur beide Substrate
eine Sattigungskurve nach Michaelis-Menten (Abb. 31A). Fur Kaffeesaure und
Ferulasaure wurden K, -Werte von 101 pmol bzw. 77 pmol und maximale
Reaktionsgeschwindigkeiten von 5,3 nkat/mg und 4,5 nkat/mg ermittelt (Abb.
31B). Die Daten fur UDP-D-Glucose betrugen bei konstanter Kaffeesaure

Konzentration 4,2 nkat/mg flr Ve und 1,4 mM far den K,-Wert.

2.5 Fragaria x ananassa Glycosyltransferase 6 & 7 (FaGT6 & 7)

2.5.1 Genexpressionsanalyse

2.5.1.1 Expression in Achanen und Blutenboden

Die Genexpression der FaGT6 und FaGT7 wurde im Blitenboden und in Acha-
nen von kleinen granen (G1) und reifen roten (R) Frichten (Abb. 6) mit quanti-
tativer PCR untersucht (Abb. 32).

A B
20 8
18 - ) T 7 _
16 -
c c
o o 6 -
B 14 S e -a
8 12 ] A\ @ 5 | -
o o
X 10 X X 4 \.\
g 8 g3
T 6 ®
8 s 5]
Z 4] ®
2 1
0 A ‘ 0 ‘
G1 R G1 R
@ Blutenboden @ Achanen ‘ ‘@ Blitenboden B Achanen ‘

Abbildung 32: Expression der FaGT6 (A) und FaGT7 (B) in Achanen und Blitenboden. RNA
wurde aus Achanen und Blitenboden kleiner griner (G1) und reifer roter (R) Friuchte isoliert
und nach reverser Transkription die Genexpression mit quantitativer PCR ermittelt. Alle relati-
ven Expressionswerte wurden auf den Blitenboden kleiner griiner Friichte (G1) bezogen. Im
Blitenboden, nicht aber in den Achanen, zeigen beide Glycosyltransferasen eine reifekorrelierte
Expression. FaGT6 weist in den Achanen griner und roter Frichte die hdchste Expression auf,

wahrend FaGT7 auch im Blitenboden roter Friichte relativ stark exprimiert wird.

Im Blitenboden weisen beide Glycosyltransferasen eine reifekorrelierte Ex-
pression auf. Allerdings ist der Anstieg der Transkriptmenge um einige Grolien-
ordnungen geringer als bei den anderen untersuchten Glycosyltransferasen
(Abb. 14, Abb. 23 und Abb. 26). FaGT6 wird am starksten in den Achanen

exprimiert. In diesem Gewebe werden vergleichbare FaGT6 Transkriptmengen
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in kleinen grinen und reifen roten Frichten gefunden (Abb. 32A). FaGT7 weist
in den Achanen kleiner gruner Fruchte eine hohere Expression als im Bluten-
boden des gleichen Reifegrades auf. In roten Frichten kénnen vergleichbare
Transkriptmengen sowohl in den Achanen als auch im Blutenboden detektiert
werden (Abb. 32B). Verglichen mit den anderen in dieser Arbeit beschriebenen
Glycosyltransferasen weisen FaGT6 und FaGT7 eine relativ hohe Expression in
Achanen und kleinen grinen Frichten (G1) auf. Die Unterschiede in den
Transkriptmengen sind aber insgesamt weniger deutlich als bei den anderen

Genen.

2.5.1.2 Hormonelle Kontrolle

Der Einfluss des Pflanzenhormons Auxins auf die Expression der FaGT6 und
FaGT7 wurde analog zu 2.2.1 untersucht (Abb. 33). Beide Glycosyltransferasen
werden durch das Entfernen der Achanen induziert. Sowohl bei FaGT6 als auch
bei FaGT7 wird die Induktion der Genexpression durch die Behandlung mit
1-Naphthalinessigsaure unterdrickt. Dies bedeutet, dass die Expression beider

Glycosyltransferasen im Bllitenboden durch das Pflanzenhormon Auxin negativ

reguliert wird.
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Abbildung 33: Hormonelle Kontrolle der Expression der FaGT6 (A) und FaGT7 (B). Die Acha-
nen von mittelgroRen griinen Frichten (G2) wurden entfernt und nach 5 Tagen erfolgte die
Ernte der Frichte. Ein Teil der Frichte ohne Achanen wurde mit dem synthetischen Auxin
1-Naphthalinessigsaure (NAA) behandelt. Die Genexpression der FaGT6 und FaGT7 wurde an-
schlieffend mit quantitativer PCR bestimmt. Alle relativen Expressionswerte beziehen sich auf
die Kontrollfriichte. Die Genexpression der FaGT6 und FaGT7 wird durch das Entfernen der
Achanen induziert und kann durch die Applikation von Auxin reprimiert werden. Dies deutet
darauf hin, dass die Expression beider Glycosyltransferasen im Blitenboden durch das Pflan-
zenhormon Auxin negativ kontrolliert wird.
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2.5.2 Heterologe Expression und biochemische Charakterisierung

2.5.2.1 Aufreinigung und Nachweis der rekombinanten Enzyme

Die vollstandigen offenen Leserahmen der FaGT6 und FaGT7 wurden in den
Expressionsvektor pGEX-4T-1 kloniert und als GST-Fusionsproteine exprimiert.
Die Expression und Aufreinigung erfolgte analog zur FaGT5. Sowohl FaGT6 als
auch FaGT7 konnten in einem Schritt erfolgreich aufgereinigt werden. Bei
FaGT6 wies die mit SDS-PAGE untersuchte Proteinfraktion keine nachweisba-
ren Protein-Verunreinigungen auf (Abb. 34A). Nach der Aufreinigung rekombi-
nanter FaGT7 wurden noch einige kleinere Proteine in der Grol3e der GST de-
tektiert (Abb. 34B). Dies deutet auf eine Instabilitdt des Fusionsproteins hin, die
bereits bei FaGT5 und von anderen Arbeitsgruppen beobachtet wurde (Jackson
et al., 2001; Isayenkova et al., 2006). FaGT6 und FaGT7 konnten somit in

|6slicher Form exprimiert und erfolgreich aufgereinigt werden.
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Abbildung 34: Aufreinigung rekombinanter FaGT6 (A) und FaGT7 (B) durch GST Affini-
tatschromatographie. A Rekombinante FaGT6 (53,5 kDa FaGT6 + 29 kDa GST) konnte voll-
standig aufgereinigt werden. B Rekombinante FaGT7 (54,7 kDa FaGT7 + 29 kDa GST) enthielt

noch einige kleinere Protein-Verunreinigungen in der Grofe der GST (29 kDa).

2.5.2.2 Substratspezifitat der rekombinanten Enzyme

Trotz der relativ geringen Sequenzhomologien zwischen FaGT6 und FaGT7
deutete die phylogenetische Analyse darauf hin, dass Flavonole und Hydroxy-
cumarine potentielle Substrate beider Glycosyltransferasen sind.

In Enzymassays mit rekombinanter FaGT6 und UDP-D-Glucose wurden ver-
schiedene Flavonole (3-Hydroxyflavon, 3,7-Dihydroxyflavon, Galangin, Kampfe-
rol, Quercetin, Myricetin, Isorhamnetin, Morin) und Flavone (Chrysin, Apigenin)
glucosyliert. 5-Hydroxyflavon und 7-Hydroxyflavon fungierten jedoch nicht als

Substrate. Auch Flavanone (Taxifolin, Naringenin), Flavonolglucoside (Kampfe-
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rol-3-glucosid) und einige Anthocyanidine (Malvidin, Peonidin, Petunidin) wur-
den von FaGT6 umgesetzt. Auf Delphinidin, Pelargonidin und Cyanidin konnte
dagegen keine D-Glucose Ubertragen werden. Glucosyliert wurden jedoch ei-
nige Hydroxycumarine (3-Hydroxycumarin, 6-Hydroxycumarin, 7-Hydroxycuma-
rin, Esculetin, Daphnetin, Scopoletin) und die nicht in der Natur vorkommenden
Verbindungen 1-Naphthol und 2-Naphthol (Abb. 35). Negativ getestet wurden
Cumarin und einige Derivate (4-Hydroxycumarin, 7-Methoxycumarin) sowie die
Flavane Catechin und Epicatechin. Ebenso sind 3-Hydroxybenzoesaure,
4-Hydroxybenzoesaure, p-Cumarsaure, Betanidin, 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-
3(2H)-furanon (HDMF), Maltol, Ethylmaltol, Vanillin, Tyrosol, Hydrochinon und
Phenol nicht umgesetzt worden. UDP-D-Glucuronsdure wurde nicht auf Quer-
cetin, Kampferol oder Isorhamnetin Ubertragen und UDP-D-Galactose zeigte

keine Reaktion mit Quercetin.
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Abbildung 35: Strukturformeln von Cumarin (A) und Naphthalin (B). Die mdglichen Positionen,
die hydroxyliert oder methoxyliert vorliegen kdnnen, sind nummeriert. Angegeben ist auch das

Substitutionsmuster von drei haufigen Hydroxycumarinen.

FaGT7 wurde zunachst mit verschiedenen Flavonolen und UDP-D-Glucose
getestet. Eine Umsetzung konnte mit den Flavonolen 3-Hydroxyflavon, 3,7-Di-
hydroxyflavon, Galangin, Quercetin, Kampferol, Isorhamnetin und Myricetin be-
obachtet werden. Auch einige Flavone (7-Hydroxyflavon, Chrysin), Flavanone
(Taxifolin) und Flavonolglucoside (Quercetin-3-glucosid) wurden glucosyliert,
wahrend Anthocyanidine (Pelargonidin, Malvidin), Flavane (Catechin) und das
Flavanon Naringenin sowie die Flavone Apigenin und 5-Hydroxyflavon nicht
umgesetzt worden sind. Akzeptiert wurden dagegen einige Hydroxycumarine
(3-Hydroxycumarin, 7-Hydroxycumarin, Esculetin, Daphnetin, Scopoletin) wo-
hingegen 4-Hydroxycumarin, 6-Hydroxycumarin und 7-Methoxycumarin negativ
getestet wurden. Die nicht nattrlich vorkommenden Verbindungen 1-Naphthol

und 2-Naphthol sind auch von FaGT7 akzeptiert worden. Hydroxybenzoesauren
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(Salicylsaure, 3-Hydroxybenzoesaure, 4-Hydroxybenzoesaure), Hydroxyzimt-
sauren (p-Cumarsaure, Kaffeesaure) und 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-
furanon (HDMF) stellten keine Substrate der FaGT7 dar. UDP-D-Glucuronsaure
wurde nicht auf Quercetin und Kampferol Ubertragen, ebenso konnte keine Um-
setzung mit UDP-D-Galactose und Isorhamnetin nachgewiesen werden.

Proteinrohextrakte aus BL21 (DE3) pLysS Zellen, die den leeren Expressions-
vektor pGEX-4T-1 enthielten, dienten als Negativkontrollen. Daneben sind auch
Assays mit hitzeinaktiviertem Protein (5 Minuten, 95 °C) durchgefuhrt worden.
Bei FaGT6 und FaGT7 handelt es sich somit um multifunktionelle Glyco-
syltransferasen die in vitro verschiedene Flavonoide, Hydroxycumarine und

Naphthole akzeptieren.

2.5.2.3 Identifizierung der Reaktionsprodukte

Die von beiden Enzymen umgesetzten Substrate weisen teilweise mehrere
Hydroxygruppen auf, die flr eine Glucosylierung in Frage kommen. Das Sub-
stratscreening der FaGT6 wies darauf hin, dass ausschliel3lich die Position 3
glucosyliert wird, da zwar 3-Hydroxyflavon, nicht aber 5-Hydroxyflavon oder
7-Hydroxyflavon akzeptiert wurde. Allerdings konnte auch mit Chrysin (5,7-Di-
hydroxyflavon) die Bildung eines Produktes beobachtet werden. 3,7-Di-
hydroxyflavon wurde sogar zu zwei Produkten umgesetzt. FaGT6 bevorzugt
also die Position 3, aber auch die Position 7 scheint mit geringerer Aktivitat glu-
cosyliert zu werden, wahrend die Position 5 nicht akzeptiert wird.

Die Untersuchung der aus Quercetin und UDP-D-Glucose gebildeten Reakti-
onsprodukte zeigte, dass mehrere Produkte gebildet werden (Abb. 36). Sowohl
das UV-Chromatogramm (Abb. 36A) als auch die lonenspur der entsprechen-
den monoglucosylierten Verbindungen (m/z 465; Abb. 36B) zeigen neben ei-
nem Hauptprodukt drei Nebenprodukte. Fiir drei dieser Produkte konnten MS*-
Spektren aufgenommen werden, die die Bildung von Glucosiden bestatigten
(Abb. 36D). Da Quercetin-3-glucosid als Referenzverbindung zur Verfugung
stand, konnte das Hauptprodukt eindeutig als Quercetin-3-glucosid identifiziert
werden. Zusatzlich wird auch die Bildung eines Diglucosids beobachtet
(m/z 627; Abb. 36C). Im MS%Spektrum (Abb. 36E) des Diglucosids wird auch
das Fragment des Monoglucosids detektiert. Somit scheinen beide Moleklle
Glucose an verschiedenen Hydroxygruppen von Quercetin gebunden zu sein.

Waren beide Zuckerreste als Diglucosid an einer Position gebunden, so wurde
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man den gleichzeitigen Verlust beider Zuckereinheiten im MS?-Spektrum er-
warten, da die Bindung zwischen zwei Zuckern unter diesen Bedingungen nicht
gespalten wird (Giusti et al., 1999). FaGT6 bildet also bevorzugt Flavonol-3-glu-

coside neben geringen Mengen anderer Monoglucoside und eines Diglucosids.
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Abbildung 36: Identifizierung der FaGT6 Reaktionsprodukte. Quercetin wurde mit UDP-D-Glu-
cose und rekombinanter FaGT6 inkubiert und der Assay mit LC-ESI-MS untersucht. Sowohl im
UV-Chromatogramm (360 nm, A) als auch in der betreffenden lonenspur (m/z 465, B) kénnen
ein Hauptprodukt und drei monoglucosylierte Nebenprodukte nachgewiesen werden. Das MS?-
Spektrum des Hauptprodukts ist in D dargestellt. Die lonenspur m/z 627 (C) zeigt die Bildung
von Quercetin-diglucosid. Das betreffende MS?*-Spektrum des Na*-Addukts (E) deutet darauf
hin, dass beide Molekiile D-Glucose an verschiedenen Hydroxygruppen von Quercetin gebun-
den sind.

Das Substratscreening der FaGT7 zeigte, dass 3-Hydroxyflavon und 7-Hydro-
xyflavon etwa gleich gute Substrate sind. Dies deutete darauf hin, dass bei den
Flavonolen sowohl die Hydroxygruppe an Position 3 und 7 glucosyliert werden
kann.

Bei der Umsetzung von Quercetin mit UDP-D-Glucose werden zwei Produkte
detektiert, die in etwa gleichen Mengen entstehen (Abb. 37A). Die lonenspur
m/z 465 (Abb. 37B) weist auf die Bildung von Monoglucosiden hin. Die Bildung

eines Diglucosids konnte nicht nachgewiesen werden. Die MS?-Spektren der
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beiden Reaktionsprodukte (Abb. 37C und 37D) sind identisch und bestatigen
die Bildung von Quercetin-monoglucosiden. Durch die entsprechenden Refe-
renzverbindungen konnten Quercetin-3-glucosid (15,7 min) und etwas uberra-
schend Quercetin-4’-glucosid (16,7 min) als Reaktionsprodukte identifiziert wer-
den. Die quantitative Auswertung des UV/Vis-Chromatogramms ergab, dass

53 % Quercetin-3-glucosid und 47 % Quercetin-4’-glucosid entstehen.
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Abbildung 37: Identifizierung der FaGT7 Reaktionsprodukte. Quercetin wurde mit UDP-D-Glu-
cose und rekombinanter FaGT7 inkubiert und der Assay mit LC-ESI-MS untersucht. Sowohl im
UV-Chromatogramm (360 nm, A) als auch in der lonenspur der Quercetin-monoglucoside
(m/z 465, B) kdnnen zwei Produkte nachgewiesen werden. Durch Referenzsubstanzen konnten
sie als Quercetin-3-glucosid und Quercetin-4’-glucosid identifiziert werden. Eine quantitative
Auswertung des UV-Chromatogramms (A) ergab, dass 53 % Quercetin-3-glucosid und 47 %
Queretin-4"-glucosid entstehen. Die identischen MS*-Spektren der beiden Glucoside sind in

C (Quercetin-3-glucosid) und D (Quercetin-4’-glucosid) dargestellt.

2.5.24 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Da Quercetin in Erdbeeren vorkommt (Hakkinen und Toérrénen, 2000) und in
ersten Aktivitatstests als Substrat akzeptiert wurde, sind die Reaktionsbedin-
gungen der FaGT6 mit Quercetin und radioaktiv markierter UDP-D-Glucose
optimiert worden. Die hochste Aktivitat wurde in beiden Puffersystemen im Be-
reich um pH 7,5 erreicht, wobei die besten Umsatzraten in Mclllvaine-Puffer
zwischen pH 7,5 und 8,0 ermittelt wurden (Abb. 38A). Im Vergleich zu FaGT1

und FaGT5 war das Temperaturoptimum zu héheren Temperaturen verschoben
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und lag bei 35 °C (Abb. 38B). Die Produktzunahme war fir mindestens 30
Minuten linear (Abb. 38C).
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Abbildung 38: Optimierung der Reaktionsbedingungen der FaGT6. A Einfluss des pH-Wertes.
Die Umsetzung von Quercetin wurde bei 30 °C und einer 30-minutigen Inkubationszeit in
Mclllvaine- und Tris-Puffer bei verschiedenen pH-Werten gemessen. B Einfluss der Inkubati-
onstemperatur. Die Umsetzung von Quercetin wurde bei pH 7,0 (Tris-Puffer) und einer Inkuba-
tionszeit von 30 Minuten bei verschiedenen Temperaturen gemessen. C Einfluss der Inkubati-
onszeit auf die Produktbildung. Die Assays wurden mit Quercetin bei pH 7 (Tris-Puffer) und
30 °C durchgeflihrt.

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen der FaGT7 wurde 3-Hydroxycuma-
rin eingesetzt, da es in vorlaufigen Tests gut umgesetzt wurde und kommerziell
erhaltlich ist. Die optimalen Reaktionsbedingungen lagen bei pH 6,5 in
Mclllvaine-Puffer (Abb. 39A) und 45 °C (Abb. 39B). Da das Temperaturoptimum
zu relativ hohen Temperaturen verschoben war, wurden Inkubationstemperatu-
ren bis zu 75 °C getestet. Unter 20 °C und uber 65 °C konnte keine Enzymakii-
vitat nachgewiesen werden. Die Produktzunahme war fur mindestens 60 Minu-
ten linear (Abb. 39C).
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Abbildung 39: Optimierung der Reaktionsbedingungen der FaGT7. A Einfluss des pH-Wertes.
Die Umsetzung von 3-Hydroxycumarin wurde bei 30 °C und einer 30-minutigen Inkubationszeit
in Mclllvaine- und Tris-Puffer bei verschiedenen pH-Werten gemessen. B Einfluss der Inkubati-
onstemperatur. Die Umsetzung von 3-Hydroxycumarin wurde bei pH 6,5 (Mclllvaine-Puffer) und
einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei verschiedenen Temperaturen gemessen. C Einfluss
der Inkubationszeit auf die Produktbildung. Die Assays wurden mit 3-Hydroxycumarin bei
pH 6,5 (Mclllvaine-Puffer) und 30 °C durchgefiihrt.

2.5.2.5 Bevorzugte Substrate in vitro

Verschiedene Flavonoide, Hydroxycumarine und Naphthole wurden in Assays
mit radioaktiv markierter UDP-D-Glucose eingesetzt, um die bevorzugten Sub-
strate zu ermitteln. Beide Glycosyltransferasen weisen ein recht ahnliches Sub-
stratspektrum auf (Abb. 40). Galangin, Isorhamnetin und 3-Hydroxycumarin
zahlen sowohl bei FaGT6 als auch bei FaGT7 zu den besten Substraten.
FaGT6 zeigt zusatzlich auch mit 3-Hydroxyflavon eine sehr hohe Umsatzrate.
Des Weiteren weist FaGT6 mit einigen Hydroxycumarinen (insbesondere Sco-
poletin) und 2-Naphthol hohere relative Aktivitaten auf. Beide Glycosyltransfe-
rasen zeigen mit den in der Erdbeere vorkommenden Verbindungen Quercetin
und Kampferol relativ geringe Umsatzraten. Lediglich das in manchen Erdbeer-

sorten nachgewiesene Flavonol Myricetin (Mikkonen et al., 2002) zahlt bei
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FaGT6 zu den besseren Substraten. Es handelt sich bei FaGT6 und FaGT7
somit um multifunktionelle Glycosyltransferasen, die in vitro vor allem nicht in

der Erdbeerfrucht vorkommende Verbindungen umsetzen.
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Abbildung 40: Relative Aktivitdten verschiedener Substrate der FaGT6 (A) und FaGT7 (B).
A Das Substratspektrum der FaGT6 wurde bei pH 7,5 (Mclllvaine-Puffer) und 30 °C bei 30 Mi-
nuten Inkubationszeit bestimmt. Die relative Aktivitat ist auf das beste Substrat 3-Hydroxyflavon
bezogen (100 %). B Das Substratspektrum der FaGT7 wurde bei pH 6,5 (Mclllvaine-Puffer) und
35 °C und 30 Minuten Inkubationszeit bestimmt. Die relative Aktivitat ist auf das beste Substrat

Isorhamnetin bezogen (100 %).

2.5.2.6 Ermittlung der kinetischen Parameter

Unter optimalen Reaktionsbedingungen wurden anschlielend kinetische Daten
fir beide Glycosyltransferasen bestimmt. Fir jede Glycosyltransferase ist das
jeweils beste Substrat (FaGT6: 3-Hydroxyflavon; FaGT7: Isorhamnetin) ausge-
wahlt worden. Die kinetischen Daten fur UDP-D-Glucose wurden bei konstanter
Konzentration von 3-Hydroxyflavon (FaGT6) bzw. 3-Hydroxycumarin (FaGT7)
bestimmt, da Isorhamnetin in hoheren Konzentrationen schlecht I6slich ist. Wie
auch bei FaGT1 und FaGT5 bewegen sich die K,-Werte von UDP-D-Glucose
im mM-Bereich (Abb. 41B). Die K,-Werte der Akzeptoren liegen im unteren uM-
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Bereich und damit deutlich niedriger als die bisher in dieser Arbeit bestimmten

Konstanten.
A B
?»1 6 Substrat Kn Vimax Kead Koy
E14 [nkat-mg"'][s"-mM™"]
%1,2 1 . ¢
= FaGT6
X" 3-Hydroxyflavon 53+ 12uyM 14+0,1 14,5
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Abbildung 41: Kinetische Parameter fir ausgesuchte Substrate der FaGT6 und FaGT7. A
Sattigungskurve fur 3-Hydroxyflavon (FaGT6). Die Daten wurden bei konstanter UDP-D-Glu-
cose Konzentration bei 35 °C und pH 7,5 (Mclllvaine-Puffer) aufgenommen. Die graphische
Auswertung erfolgte mit der Software SigmaPlot. B Die aus den Sattigungskurven ermittelten
kinetischen Parameter fir 3-Hydroxyflavon (FaGT6), Isorhamnetin (FaGT7) und UDP-D-Glu-
cose. Der Wert fir UDP-D-Glucose wurde bei FaGT6 bei konstanter 3-Hydroxyflavon Kon-

zentration ermittelt. Bei FaGT7 wurde 3-Hydroxycumarin als Substrat verwendet.

2.5.3 Glucosylierung von Xenobiotika in planta

Sowohl FaGT6 als auch FaGT7 sind in vitro multifunktionelle Glycosyltransfera-
sen, die nicht natlrliche (Naphthole) und nicht in der Erdbeerfrucht vorkom-
mende (Hydroxycumarine und einige Flavonoide) Substrate akzeptieren. Um zu
zeigen, dass diese Verbindungen auch in planta glucosyliert werden, wurden
10 mM Ldésungen von 3-Hydroxyflavon, 3-Hydroxycumarin und 2-Naphthol in
reife Erdbeerfrichte injiziert. Nach einem Tag wurden die Frichte geerntet und
mit Flussigchromatographie-Elektrospray-Massenspektrometrie (LC-ESI-MS)
analysiert. Als Kontrollen wurden Lésungen ohne Substrate injiziert. In keiner
der Negativkontrollen ist eines der drei Substrate oder der betreffenden Gluco-
side nachgewiesen worden. Dagegen konnte in allen Erdbeeren, in die eines
der drei Substrate injiziert wurde, das betreffende Glucosid detektiert werden.
Die MS?-Spektren (Abb. 42) bestétigten, dass die jeweiligen Substrate auch in
vivo zu den betreffenden Glucosiden umgesetzt wurden. In allen Fallen wurde
die Abspaltung des Zuckers in MS?-Experimenten nachgewiesen. Damit konnte
gezeigt werden, dass die Glycosyltransferasen der Erdbeerfrucht auch in planta

die injizierten Xenobiotika glucosylieren konnen.
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Abbildung 42: Nachweis der Glucosylierung von Xenobiotika in planta. In reife Erdbeerfriichte
wurden 10 mM Ldésungen von 3-Hydroxyflavon (A), 3-Hydroxycumarin (B) und 2-Naphthol (C)
injiziert. Nach einem Tag wurden die Friichte geerntet und die betreffenden Glucoside mit LC-
ESI-MS nachgewiesen. A MSZ-Spektrum des gebildeten 3-Hydroxyflavonglucosids. B MS?-
Spektrum des gebildeten 3-Hydroxycumaringlucosids (Na'-Addukt). C MSZ-Spektrum des ge-
bildeten 2-Naphtholglucosids.
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3  DISKUSSION

3.1  Fragaria x ananassa Glycosyltransferase 1 (FaGT1)

3.1.1 Sequenz und phylogenetische Analyse

Bei FaGT1 handelt es sich um ein Enzym mit 466 Aminosauren, das von einem
offenen Leserahmen mit 1401 bp codiert wird. Die hochste Ahnlichkeit besteht
zur VvGT1 aus Vitis vinifera, die bevorzugt Anthocyanidine in vitro glucosyliert
und in vivo wahrscheinlich an der Biosynthese der Anthocyane beteiligt ist (Ford
et al., 1998). Auch alle anderen Enzyme dieses sehr homogenen Clusters ka-
talysieren regiospezifisch die Glycosylierung der Hydroxygruppe 3 der Flavo-
noide. Durch die biochemische Charakterisierung konnte dies auch fur FaGT1
bestatigt werden, die in vitro Anthocyanidin- und Flavonol-3-glucoside bildet.
Die genomische Sequenz von FaGT1 enthalt ein kurzes Intron von 166 bp.
Ubereinstimmend damit weisen auch alle Arabidopsis thaliana Glycosyltransfe-
rasen der Gruppe F an vergleichbarer Stelle Intron 2 auf (Li et al., 2001). Es
scheint also auch im Auftreten von Introns gewisse Ubereinstimmungen zwi-
schen A. thaliana und F. x ananassa zu geben, die bei der Interpretation der

phylogenetischen Analyse berucksichtigt werden konnen.

3.1.2 Genexpressionsprofile

3.1.2.1 Reifekorrelierte Expression und hormonelle Kontrolle

FaGT1 wird reifekorreliert exprimiert und weist die héchsten Transkriptmengen
im BlGtenboden reifer roter Friichte auf. Dieser Anstieg der Genexpression ver-
lauft parallel zur Akkumulation der Anthocyane wahrend der Fruchtreifung
(Given et al., 1988b). Es wurde gezeigt, dass Anthocyane in griinen und weif3en
Fruchten praktisch nicht nachweisbar sind und dass ihre Konzentration in pink-
farbenen und roten Frichten sprunghaft ansteigt. Auch die Genexpression in
den Achanen, in denen ebenfalls Anthocyane nachgewiesen wurden (Aaby et
al., 2005; Yoshida und Tamura, 2005), steigt wahrend der Reifung an.

Das Genexpressionsprofil der FaGT1 stimmt mit friheren Ergebnissen von
Manning (1998) Uberein, der die Expression einer unvollstdndigen Glyco-
syltransferase-Sequenz mit hoher Ahnlichkeit zu FaGT1 mit Northern Blots un-
tersucht hat. Er konnte zeigen, dass das entsprechende Transkript nur in pink-

farbenen und roten, nicht aber in grinen oder weilden Erdbeerfrichten nach-



3 DISKUSSION 80

weisbar ist. Im Gegensatz dazu wiesen andere Flavonoid-Biosynthesegene
mehrere Maxima in der Genexpression auf.

Die Expression der FaGT1 steht unter der negativen Kontrolle durch das Pflan-
zenhormon Auxin. Dies wurde bereits fur viele andere reifekorrelierte Gene der
Erdbeerfrucht beschrieben (Manning, 1998; Aharoni et al., 2002). Auch die
Reifung der nicht-klimakterischen Frichte von Vitis vinifera wird durch ein syn-
thetisches Auxin um etwa zwei Wochen verzdgert (Davies et al., 1997). Die Ex-
pression der VvGT7 wurde in diesen Versuchen vier Wochen spater als in den
Kontrollfriichten detektiert. Ebenso setzte die Expression der Chalcon-Synthase
(CHS) spater ein und insgesamt war der Gehalt an Anthocyanen in reifen

Trauben auf 47 % (bezogen auf die Kontrollfrichte) erniedrigt.

3.1.2.2 Bedeutung der FaGT1 in der Flavonoid-Biosynthese

Parallel zur Akkumulation der Anthocyane wurde bereits frih ein Anstieg der
Flavonoid-3-glucosyltransferase-Aktivitdt festgestellt, der mit Malvidin als
Substrat bestimmt wurde (Given et al., 1988b). Dieses Aktivitatsmuster stimmt
mit dem in dieser Arbeit beschriebenen Expressionsprofil der FaGT1 Uberein.
Im Gegensatz zu den Anthocyanen liegen die hochsten Gehalte an Phenolen
und Flavonoiden ohne Tannine in Erdbeerfrichten der frihen Entwicklungssta-
dien vor (Cheng und Breen, 1991; Wang und Lin, 2000). Dies stimmt mit unver-
offentlichten Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe Uberein, die niedrigere Ge-
samtflavonol-Gehalte in roten als in grinen Frichten ergeben haben. Die Aktivi-
tat der Flavonoid-3-glucosyltransferase weist zwei Maxima wahrend der Frucht-
reifung auf, wenn ihre Aktivitdt mit dem Flavonol Quercetin bestimmt wird
(Halbwirth et al., 2006).

Die beiden Aktivitatsmaxima der Flavonoid-3-glucosyltransferase-Aktivitat
mussen durch mindestens zwei verschiedene Enzyme verursacht werden.
FaGT1 wird nicht in grinen Frichten exprimiert und in den frGhen Entwick-
lungsstadien konnte auch keine Anthocyanidin-3-glucosyltransferase-Aktivitat
nachgewiesen werden (Given et al., 1988b). Somit muss mindestens eine wei-
tere Glycosyltransferase vorhanden sein, die in frihen Stadien fir die Gluco-
sylierung von Quercetin und anderen Flavonoiden verantwortlich ist. Dagegen
tragt FaGT1 zumindest teilweise zu dem zweiten beobachteten Maximum bei,
da das Enzym in vitro sowohl Anthocyanidine als auch Flavonole wie Quercetin

akzeptiert.
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Die in der Literatur berichteten Aktivitats- und Transkriptmuster deuten auf eine
modgliche regulative Funktion der FaGT171 hin. Viele wichtige Flavonoid-Bio-
synthesegene weisen zwei Maxima in der Genexpression auf (Manning, 1998;
Moyano et al., 1998). Ubereinstimmend dazu wurden auch fir viele der ent-
sprechenden Enzyme zwei Aktivitatsmaxima detektiert (Halbwirth et al., 2006).
Transkripte von FaGT1 werden dagegen nur in spaten Entwicklungsstadien
detektiert und die entsprechende Anthocyanidin-3-glucosyltransferase-Aktivitat
weist einen dem Anthocyan-Gehalt parallelen Verlauf auf (Given et al., 1988b).
FaGT1 kdnnte also eine entscheidende Rolle in der Umleitung der Flavonoid-
Biosynthese in Richtung der farbgebenden Anthocyane spielen.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die Anthocyan-Biosynthese in Vitis vini-
fera erhalten. In Shiraz-Trauben beginnt die Anthocyan-Akkumulation 10 Wo-
chen nach der Blute und dauert wahrend der gesamten Fruchtreifung an (Boss
et al.,, 1996a). Sechs Anthocyan-Biosynthesegene wurden bis zu vier Wochen
nach der Blute in den Traubenschalen exprimiert. Transkripte von VvGT1 sind
dagegen nur nach Beginn der Reifephase (10 Wochen nach der Blite) festge-
stellt worden. VvGT1 scheint also unabhangig von den anderen Anthocyan-Bio-
synthesegenen reguliert zu werden und konnte ein wichtiger Kontrollpunkt der
Anthocyan-Biosynthese in Trauben sein. Des Weiteren wurde die Expression
von VWGT1 nur in den Schalen roter Trauben festgestellt, wahrend Transkripte
anderer Biosynthesegene auch in weilRen Trauben und Anthocyan-freien Ge-
weben detektiert wurden (Boss et al., 1996b).

3.1.3 Biochemische Charakterisierung

3.1.3.1 Substrat- und Regiospezifitat

Rekombinante FaGT1 Ubertragt in vitro ein aktiviertes Molekll D-Glucose von
UDP-D-Glucose auf verschiedene Anthocyanidine und Flavonole. Es wurden
alle Anthocyanidine und mit Ausnahme von Morin und 3-Hydroxyflavon auch
alle getesteten Flavonole akzeptiert. Andere Flavonoide und Zuckerdonoren
sind nicht umgesetzt worden. VvGT1 aus Vitis vinifera zeigt ebenfalls mit Morin
keine signifikante Aktivitat (Ford et al., 1998). Dies kdnnte an der seltenen
Hydroxygruppe an Position 2’ liegen, die eine sterische Hinderung verursacht.
FUr eine erfolgreiche Glucosylierung muss das entsprechende Substrat so
gebunden werden, dass die zu glucosylierende Hydroxygruppe in enge
raumliche Nahe zu His-20 kommt (Offen et al., 2006). Dies kdnnte durch die
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Hydroxygruppe an Position 2’ deutlich erschwert (VvGT1) oder vollstandig
verhindert (FaGT1) werden.

FaGT1 weist eine strikte Regiospezifitdt auf. Bei allen getesteten Substraten
wurde nur die Bildung eines einzigen Produktes beobachtet, auch wenn die
eingesetzten Verbindungen bis zu sechs Hydroxygruppen (Myricetin, Abb. 9)
aufwiesen. Durch Vergleich mit den analytischen Daten von Referenzsubstan-
zen konnten Quercetin-3-glucosid, Kampferol-3-glucosid und Pelargonidin-3-
glucosid als Reaktionsprodukte identifiziert werden. Das mit Pelargonidin-3-glu-
cosid Ubereinstimmende UV/Vis-Spektrum des Reaktionsprodukts beweist,

dass FaGT1 in vitro den wichtigsten Farbstoff reifer Erdbeerfriichte bilden kann.

3.1.3.2 Bevorzugte Substrate und kinetische Parameter
Interessanterweise gehoren die Aglyca der in Erdbeerfrichten vorkommenden
Anthocyane in vitro zu den besten Substraten. Sowohl Cyanidin als auch Pelar-
gonidin weisen sehr hohe Umsatzraten auf. Eine Substitution an Position 5’ wie
bei Delphinidin, Petunidin und Malvidin (Abb. 8) erniedrigt die Aktivitat signifi-
kant. Auch der Ersatz einer Hydroxygruppe durch eine Methoxygruppe scheint
zu einer etwas geringeren Reaktivitat zu fuhren. Offenbar behindert ein weiterer
Substituent an Position 5’ die effiziente Bindung der Hydroxygruppe 3 in enger
Nahe zu der His-20 entsprechenden Aminosaure in der Akzeptorbindungsstelle
der FaGT1. Dies korreliert mit dem Fehlen von Anthocyanen mit Substituenten
an Position 5’ in Erdbeerfrichten (Bakker et al., 1994). Interessanterweise zeigt
dagegen VvGT1 aus V. vinifera nur eine relativ geringe Aktivitat mit Pelargoni-
din (Ford et al., 1998), einem nicht in der Traube vorkommenden Aglycon
(Mazza und Miniati, 1993).

Die Kn-Werte von UDP-D-Glucose und Pelargonidin wurden mit 1,1 mM und
30 uM bestimmt. Damit stimmen sie prinzipiell mit den in der Literatur berichte-
ten Werten Uberein. Im Allgemeinen liegen die Werte flir den Donor im oberen
MM- oder unteren mM-Bereich (Vogt, 2000). Bei VvGT1 aus V. vinifera betragt
der K,-Wert von UDP-D-Glucose 1,88 mM (Ford et al., 1998). Fur den Akzeptor
liegen die K,-Werte in der Regel deutlich niedriger im unteren uM-Bereich
(Vogt, 2000). Fur Cyanidin wurde bei VVGT1 ein K,-Wert von 30 uyM bestimmt
(Ford et al., 1998).
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3.1.4 RNAI-induzierte Herabregulation von FaGT1

3.1.4.1 Bedeutung und Methodik

Das Genexpressionsprofil deutet zusammen mit den Ergebnissen der bioche-
mischen Charakterisierung auf eine Beteiligung der FaGT1 an der Glucosy-
lierung der Anthocyanidine hin. Um diese potentielle Rolle der FaGT1 in planta
zu bestatigen, sollte die Genexpression durch RNA-Interferenz (RNAI) unter-
druckt werden.

Bisher wurden zwar zahlreiche Glycosyltransferasen in vitro biochemisch unter-
sucht, aber eine funktionelle Charakterisierung in planta erfolgte nur in wenigen
Fallen. Beispielsweise ist die Expression der TOGT1 in Tabakpflanzen durch
antisense-Technologie herabreguliert worden (Chong et al., 2002). Dies flhrte
zu einer geringeren Konzentration an Scopolin und einer verminderten Resis-
tenz gegen den Tabakmosaikvirus. In Arabidopsis thaliana wurden T-DNA
knock-out Linien von Glycosyltransferasen auf Metabolitenebene untersucht
(Jones et al.,, 2003). Dadurch konnte die Beteiligung von UGT73C6 und
UGT78D1 an der Biosynthese von Flavonolglycosiden nachgewiesen werden.
In Roter Beete flhrte die antisense Expression von BvGT zu erniedrigten
Gehalten an Betanin, aber das entsprechende Protein wurde nicht biochemisch
untersucht (Sepulveda-Jiménez et al., 2005). Durch RNA-Interferenz wurde die
Expression von BnSGT1 in Brassica napus unterdriickt (Hisken et al., 2005a).
Die Samen transgener Pflanzen wiesen um bis zu 76 % reduzierte Gehalte an
Sinapat-Estern auf.

Uber die Herabregulation einer Anthocyanidin-3-glucosyltransferase wurde bis-
her noch nicht berichtet. Eine in unserer Arbeitsgruppe entwickelte Methode,
die auf der RNA-Interferenz Technologie basiert, wurde bereits erfolgreich zur
Herabregulation der Chalcon-Synthase (CHS) in Erdbeerfriichten eingesetzt
(Hoffmann et al., 2006). Durch diese Methode sollte sich in Erdbeerfriichten
prinzipiell die Expression jedes reifekorrelierten Gens unterdriicken lassen.

3.1.4.2 Phanotyp der injizierten Frichte

Die Genexpression der FaGT1 konnte mittels RNA-Interferenz durch Verwen-
dung von intron-hairpin (ihp)-Konstrukten wirksam unterdrickt werden. Aller-
dings wiesen die entsprechenden Fruchte keinen besonders deutlichen Pha-
notyp auf. Obwohl der Gehalt an Anthocyanen signifikant erniedrigt war

(2.2.3.4), veranderten sich Intensitat und Farbton der Pigmentierung nur leicht.
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Auch bei der stabilen Herabregulation der Chalcon-Synthase (CHS) in transge-
nen Erdbeerfrichten wurde nicht in allen Linien ein sichtbarer Phanotyp beo-
bachtet (Lunkenbein et al., 2006b). Nur in Frichten, die weniger als 25 % der
ursprunglichen Transkriptmenge aufwiesen, war eine veranderte Pigmentierung
zu erkennen. Obwohl in diesen Frichten der Gehalt des wichtigsten Farbstoffs
Pelargonidin-3-glucosid auf 7,5 % reduziert war, zeigten die Frichte noch eine
pink- bis orangefarbene Pigmentierung.

Fiar die Wahrnehmung der Farbe spielt nicht nur die Art und Menge der akku-
mulierten Anthocyane eine Rolle (Mol et al., 1998). Einen wichtigen Einfluss hat
auch die Copigmentierung mit anderen Flavonoiden, die Anwesenheit von Me-
tallionen, der pH-Wert der Vakuole und die Form der Zellen, die die Anthocyane
akkumulieren.

Ein prinzipielles Problem bei der Herabregulation einer speziellen Glyco-
syltransferase stellt das Auftreten von Enzymen mit redundanter Funktion dar.
Die hohe Anzahl der in Arabidopsis thaliana (Bowles, 2002), Oryza sativa (Ko et
al., 2006) und Medicago truncatula (Achnine et al., 2005) gefundenen Glyco-
syltransferasen lasst es wahrscheinlich erscheinen, dass auch in Erdbeer-
frichten eine grol3e Glycosyltransferase-Familie vorliegt. Diese Enzyme koénn-
ten teilweise die Funktion der FaGT1 Ubernehmen. In diesem Fall ware es not-
wendig, mehrere Glycosyltransferasen gleichzeitig herabzuregulieren, um einen

eindeutigen Phanotyp zu erhalten (Bowles et al., 2006).

3.1.4.3 Funktionen von FaGT1 in planta

Die Frichte mit herabregulierter FaGT1 Expression weisen signifikant er-
niedrigte Konzentrationen der auf Pelargonidin basierenden Anthocyane auf.
Die Konzentration von Cyanidin-3-glucosid war zwar weniger deutlich erniedrigt,
aber die Menge des entsprechenden malonylierten Derivats konnte durch He-
rabregulation der FaGT1 deutlich gesenkt werden. Dies deutet darauf hin, dass
in planta auch Cyanidin ein Substrat der FaGT1 ist. Damit konnte zum ersten
Mal die Beteiligung einer Glycosyltransferase an der Biosynthese der Antho-
cyane in planta gezeigt werden.

Uberraschenderweise war auch der Gehalt an Kampferol-3-glucosid deutlich
erniedrigt. Die biochemische Charakterisierung der FaGT1 hatte ergeben, dass
Kampferol und Quercetin in vitro deutlich schlechtere Substrate als die entspre-

chenden Anthocyanidine Pelargonidin und Cyanidin sind. Aufgrund ahnlicher
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Daten wurde beispielsweise bei VVGT1 aus Vitis vinifera der Schluss gezogen,
dass das Enzym in planta ausschliel3lich fir die Glucosylierung von Antho-
cyanen zustandig ist (Ford et al., 1998). Unsere Ergebnisse zeigen dagegen,
dass auf Grund der Substratspezifitat und der relativen Aktivitaten in vitro keine
Aussage Uber die Funktion eines Enzyms in vivo moglich ist. Interessanter-
weise haben bisher unveroffentlichte Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
gezeigt, dass die Konzentration von Kampferol-3-glucosid im Gegensatz zu
Quercetin-3-glucosid und den meisten anderen Flavonoiden (Cheng und Breen,
1991) reifekorreliert zunimmt. Diese Beobachtung bestatigt auch das Ergebnis
der in planta Studie. Die Konzentration von Quercetin-3-glucosid wird durch
Herabregulation der FaGT1 nicht signifikant beeinflusst.

Interessanterweise wurden die Gehalte an Pelargonidin-3-glucosid-malonat und
Cyanidin-3-glucosid-malonat ebenfalls deutlich erniedrigt. Achanen weisen
deutlich héhere Gehalte an malonylierten Anthocyanen auf (Aaby et al., 2005;
Yoshida und Tamura, 2005). Bei der verwendeten Aufreinigungsmethode blei-
ben die Achanen allerdings weitgehend intakt und es werden vorwiegend die
Metabolite des Bllitenbodens erfasst. Die Ergebnisse deuten aber darauf hin,
dass zunachst das Anthocyanidin-Grundgerist durch FaGT1 glucosyliert und

anschlieRend durch Malonsaure weiter modifiziert wird.

3.2 Fragaria x ananassa Glycosyltransferase 3 & 4 (FaGT3 & 4)

3.2.1 Sequenz und phylogenetische Analyse

FaGT3 und FaGT4 sind Glycosyltransferasen mit jeweils 478 Aminosauren, die
von einem offenen Leserahmen mit 1437 bp codiert werden. FaGT3 ist Teil ei-
nes recht heterogenen Clusters. Die groRte Ahnlichkeit besteht zu drei indu-
zierbaren Glycosyltransferasen aus Tabak-Zellkulturen, die ein breites
Spektrum an Substraten umsetzen. Aulder UGT71B6 aus Arabidopsis thaliana
akzeptieren alle Glycosyltransferasen dieser Gruppe in vitro Flavonole. Eine
Vorhersage der Regiospezifitat fur FaGT3 ist nicht moglich, da die Enzyme des
Clusters verschiedene Glycoside bilden.

FaGT4 bildet eine kleine Gruppe mit drei weiteren Glycosyltransferasen, die
relativ stark von den anderen Enzymen abgegrenzt ist. Auch untereinander
weisen die Glycosyltransferasen eine vergleichsweise niedrige Ahnlichkeit auf,
was die Interpretation der phylogenetischen Analyse erschwert. Alle Enzyme

dieser Gruppe akzeptieren Anthocyanidin-3-glucoside und bilden mit UDP-L-
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Rhamnose oder UDP-D-Glucose entsprechende Sophoroside oder Rutinoside.
Eine Vorhersage der Zuckerspezifitat scheint aufgrund des phylogenetischen
Baumes nicht moglich.

Die genomischen Sequenzen weisen in beiden Fallen in Ubereinstimmung mit
der Einordnung in den phylogenetischen Baum der Glycosyltransferasen aus

A. thaliana keine Introns auf (Li et al., 2001).

3.2.2 Genexpressionsprofile

3.2.2.1 Reifekorrelierte Expression und hormonelle Kontrolle

Sowohl FaGT3 und FaGT4 werden fruchtspezifisch und reifekorreliert expri-
miert. Sie weisen die hochsten Transkriptmengen im Blatenboden reifer roter
Frachte auf, unterscheiden sich allerdings in der Expression in pinkfarbenen
Frachten, in denen FaGT3 nur sehr gering exprimiert ist. Dies deutet trotz der
reifekorrelierten Expression beider Gene auf eine unterschiedliche Kontrolle der
Genexpression hin.

Die Expression von FaGT4 steht unter negativer Kontrolle durch das Pflanzen-
hormon Auxin. Damit zeigt FaGT4 ein ahnliches Expressionsmuster und die
gleiche hormonelle Kontrolle wie FaGT71 und viele andere reifekorrelierte Gene
(Benitez-Burraco et al., 2003; Blanco-Portales et al., 2004; Lunkenbein et al.,
2006a; Raab et al., 2006).

Die Expression der FaGT3 wird zwar durch das Entfernen der Achanen indu-
ziert, aber nicht signifikant durch die Anwendung von Auxin beeinflusst. Es
handelt sich also um ein reifekorreliertes Gen, das nicht durch Auxin kontrolliert
wird. Auch die Zimtalkohol-Dehydrogenase (CAD) wird in Erdbeerfriichten rei-
fekorreliert exprimiert und durch das Entfernen der Achanen induziert (Blanco-
Portales et al., 2002). Die Expression von CAD wird ebenfalls nicht durch Auxin
beeinflusst. Auch ein Expansin-Gen aus Erdbeerfrichten weist ein reifekorre-
liertes Expressionsmuster auf, wird aber weder durch das Entfernen der
Achanen noch durch die Applikation von Auxin beeinflusst (Civello et al., 1999).
Diese Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen von Microarray-Experi-
menten Uberein, die gezeigt haben, dass 60 % der reifekorrelierten Gene nicht
durch Auxin kontrolliert werden (Aharoni et al., 2002). Das heif3t, es muss wah-
rend der Erdbeerfruchtreifung noch andere, Auxin-unabhangige Regulationsme-

chanismen geben.
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3.2.2.2 Wundinduzierte Expression

Der beim Entfernen der Achanen beobachtete Anstieg der Expression von
FaGT3 kénnte durch eine Verwundung des Blitenbodens mit dem Skalpell ver-
ursacht werden. Es wurde bereits berichtet, dass eine Flavonoid-7-gluco-
syltransferase aus Scutellaria baicalensis durch Verwundung und Behandlung
mit Salicylsaure induziert werden kann (Hirotani et al., 2000). Auch das Twi7-
Gen aus Tomate wird durch Verwundung und Salicylsdure induziert und weist
eine hohe Homologie zu Glycosyltransferasen auf (O’Donnell et al., 1998). Al-
lerdings findet die Induktion der Genexpression in beiden Fallen innerhalb we-
niger Stunden statt und fallt anschliefend wieder ab. Dagegen konnte nach
mechanischer Beschadigung von Beta vulgaris Blattern auch nach vier Tagen
noch eine deutliche und nach 5 Tagen noch eine leichte Induktion der Gen-
expression von BvGT nachgewiesen werden (Sepulveda-Jiménez et al., 2005).
Das entsprechende Gen weist eine hohe Ahnlichkeit zu Glycosyltransferasen
auf und ist wahrscheinlich an der Biosynthese der Betacyane beteiligt.
Prinzipiell ist es auch nicht auszuschlieen, dass die Achanen noch ein weite-
res Pflanzenhormon in den Bllitenboden sekretieren, welches die Expression
von FaGT3 kontrolliert.

3.2.3 Heterologe Expression

3.2.3.1 Probleme bei der heterologen Expression in Escherichia coli
Beide Glycosyltransferasen konnten in |6slicher Form in E. coli exprimiert wer-
den, wie durch einen Western Blot mit Anti-His Antikorper gezeigt wurde. Aller-
dings konnte weder flir FaGT3 noch fur FaGT4 enzymatische Aktivitat nachge-
wiesen werden.

Dies kann im Wesentlichen auf zwei Ursachen beruhen. Entweder wurden die
Enzyme nicht in aktiver Form exprimiert oder sie wurden unter falschen Be-
dingungen, insbesondere mit den falschen Substraten getestet. Es ist nicht
unublich, dass uUberexprimierte rekombinante Proteine in E. coli nicht die
richtige Konformation erlangen oder durch Stress ihre aktive Struktur wieder
verlieren (Baneyx und Mujacic, 2004). Bakterien wie E. coli kbnnen zudem nicht
alle post-translationalen Modifikationen durchfihren, die fur eine richtige Fal-
tung bendtigt werden. Auch die Ausbildung von Disulfidbricken ist im reduzie-
renden Cytoplasma von E. coli schwer moglich. Die unterschiedliche zellulare

Umgebung und die verschiedenen Mechanismen der Proteinfaltung in
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Prokaryonten und Eukaryonten fluhren deshalb oft dazu, dass rekombinante

Proteine nicht in biologisch aktiver Form exprimiert werden konnen.

3.2.3.2 Mogliche Akzeptor-Substrate und Zucker-Donoren

Aufgrund der phylogenetischen Analyse wurde FaGT3 mit UDP-D-Glucose und
verschiedenen Flavonolen getestet. In der Regel ist die Vorhersage der Akzep-
torspezifitdat aufgrund eines phylogenetischen Baumes relativ zuverlassig. Wie
UGT71B6, eine Abscisinsaure-glucosyltransferase aus Arabidopsis thaliana
zeigt, kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass einzelne Enzyme eines
Clusters eine vollstandig andere Spezifitat aufweisen (Lim et al., 2005b).

Die phylogenetische Analyse deutet darauf hin, dass FaGT4 in vitro Antho-
cyanidin-3-glucoside akzeptiert. Dies wiurde mit der beobachteten Genexpres-
sion korrelieren, da die Konzentration der Anthocyane parallel zur Transkript-
menge der FaGT4 ansteigt (Given et al., 1988b). Die Genexpression der
FaGT4 wird wie bei der an der Glucosylierung der Anthocyanidine beteiligten
FaGT1 durch das Pflanzenhormon Auxin unterdruckt. Die phylogenetische Ana-
lyse wird also durch das beschriebene Expressionsprofil bestatigt. Allerdings
konnte mit UDP-D-Glucose und Pelargonidin-3-glucosid keine Aktivitat nachge-
wiesen werden. Als potentieller Zuckerdonor kame UDP-L-Rhamnose in Frage,
da Pelargonidin-3-rutinosid in einigen Varietaten in nicht unerheblichen Mengen
in der Erdbeerfrucht gefunden wird (Bakker et al., 1994).

Die Vorhersage der Zuckerspezifitat einer Glycosyltransferase gestaltet sich
sehr schwierig. Bereits die Mutation einer einzigen Aminosaure verandert die
Spezifitat fir den Zuckerdonor (Kubo et al., 2004). Die letzte Aminosaure der
PSPG-Box ist in Glucosyltransferasen (GIn) und Galactosyltransferasen (His)
hochkonserviert. Durch den Ersatz von Histidin durch Glutamin konnte eine
Galactosyltransferase aus Aralia cordata Glucosyltransferase-Aktivitat erwer-
ben. Allerdings konnte eine Glucosyltransferase aus Scutellaria baicalensis
durch den Ersatz von Glutamin durch Histidin keine Galactosyltransferase-
Aktivitat erlangen.

Die Kristallstruktur der UGT71G1 aus Medicago truncatula bestatigte, dass die
beiden letzten Aminosauren der PSPG-Box (Glu-381 und GIn-382) eine wich-
tige Rolle bei der Bindung des Zuckerdonors spielen (Shao et al., 2005). Die

ebenfalls kristallisierte VvGT1 aus Vitis vinifera beweist, dass Glu-381 durch
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Aspartat ersetzt werden kann, ohne dass sich die Praferenz des Enzyms flr
UDP-D-Glucose andert (Offen et al., 2006).

Durch die Aufklarung der Kristallstruktur der VvGT1 konnte auch gezeigt wer-
den, dass Thr-141 mit dem Sauerstoff der Hydroxygruppe 6 der UDP-D-Glu-
cose Wechselwirkungen eingeht (Offen et al., 2006). In UGT78D1 aus A. tha-
liana ist Thr-141 durch Alanin ersetzt. Das entsprechende Enzym kann auch
UDP-L-Rhamnose, einen 6-Desoxyzucker, effektiv umsetzen (Jones et al.,
2003). Beide Ergebnisse weisen darauf hin, dass Thr-141 eine entscheidende
Rolle fur die Zuckerspezifitat spielt.

In FaGT3 sind sowohl die Aminosauren am Ende der PSPG-Box (Glu und Gin)
und die Thr-141 entsprechende Aminosaure konserviert (vgl. 2.1.6). Es gibt
also keinen Hinweis, dass FaGT3 andere Zucker als UDP-D-Glucose bevorzu-
gen konnte. Dies kann andererseits aber auch nicht ausgeschlossen werden,
da die Ursachen der Zuckerspezifitat erst ansatzweise verstanden werden.

In FaGT4 sind ebenfalls die letzten beiden Aminosauren der PSPG-Box (Asp
und GIn) konserviert und unterscheiden sich nicht von VvGT1 oder FaGT1 (vgl.
2.1.6). Dagegen ist die Thr-141 entsprechende Aminosaure nicht konserviert,
sondern durch Isoleucin ersetzt. Allerdings weisen auch FaGT5 und FaGT7 an
dieser Stelle kein Threonin auf, obwohl sie in vitro UDP-D-Glucose akzeptieren.
Das Alignment der verschiedenen Glycosyltransferasen ist am N-Terminus auf-
grund der geringen Sequenzhomologien in diesem Bereich nicht besonders
zuverlassig und es ist mdglich, dass einer der in unmittelbarer Nachbarschaft
liegenden Threonin-Reste von FaGT5 und FaGT7 diese Funktion Gbernehmen
kann. FaGT4 ist die einzige der untersuchten Glycosyltransferasen, die an die-
ser oder einer benachbarten Stelle kein Threonin aufweist. Dies konnte darauf
hindeuten, dass FaGT4 Zuckerdonoren ohne Hydroxygruppe an Position 6
(z. B. L-Rhamnose) bevorzugt.

In Erdbeerfrichten wurden bisher nur relativ selten Anthocyanidin-diglycoside
berichtet. In der Sorte Camarosa wurde ein nicht naher identifiziertes Pe-
largonidin-diglucosid gefunden (Lopes-da-Silva et al., 2002). Pelargonidin-3-
rutinosid wurde in verschiedenen Sorten, bisher aber nicht in der Varietat
Elsanta nachgewiesen (Bakker et al., 1994). Da UDP-L-Rhamnose kommerziell
nicht erhaltlich ist, wurde in vitro nur UDP-D-Glucose als Zuckerdonor getestet.
Mdglicherweise ist also UDP-L-Rhamnose oder ein anderer aktivierter Zucker
das eigentliche Substrat der FaGT4.
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3.3 Fragaria x ananassa Glycosyltransferase 5 (FaGT5)

3.3.1 Sequenz und phylogenetische Analyse

FaGT5 wird von einem offenen Leserahmen mit 1428 bp codiert und ist ein
Protein mit 475 Aminosauren. Die héchste Ahnlichkeit besteht zu Enzymen, die
in vitro Glucose-Ester von Hydroxyzimtsauren und Hydroxybenzoesauren bil-
den. Dazu gehoren vor allem Glycosyltransferasen aus Arabidopsis thaliana,
aber auch ein Enzym aus Brassica napus und FaGT2. Auch diese phylogeneti-
sche Einordnung konnte durch die biochemische Charakterisierung bestatigt
werden. Ubereinstimmend mit der Tatsache, dass FaGT5 in vitro Glucose-Ester
bildet, wird FaGT5 in Gruppe L der A. thaliana Glycosyltransferasen eingeord-
net. Bisher wurden alle Glucose-Ester bildenden Glycosyltransferasen in dieses
Cluster gruppiert (Bowles, 2002).

Die genomische Sequenz von FaGT5 weist ein Intron von 164 bp auf. Alle Se-
quenzen in Gruppe L der A. thaliana Glycosyltransferasen sind von einem Ver-
lust des haufig auftretenden Introns 2 gekennzeichnet (Li et al., 2001). Die Po-
sition des FaGT5-Introns und die Tatsache, dass es sich zwischen zwei Codons
(Phase 0) befindet, deuten darauf hin, dass es sich um das A. thaliana Intron 3
entsprechende Intron handelt. Ein Teil der Glycosyltransferasen in Gruppe L ist

ebenfalls durch das Vorhandensein von Intron 3 gekennzeichnet.

3.3.2 Genexpressionsprofile

FaGT5 wird vor allem fruchtspezifisch in den spaten Reifungsphasen exprimiert
und erreicht den hochsten Wert in roten Frichten. Dieses Expressionsmuster
ahnelt stark dem bei FaGT2 beobachteten Verlauf (Lunkenbein et al., 2006a).
Die Expression von FaGT5 weist zudem eine positive Korrelation mit den Kon-
zentrationen von Zimtsaure-, p-Cumarsaure- und Kaffeesaureglucose-Ester
wahrend der Fruchtreifung auf.

Die Genexpression steht unter negativer Kontrolle durch das Pflanzenhormon
Auxin. Wie bei FaGT2 lasst sich die Genexpression der FaGT5 durch das Ent-
fernen der Achanen induzieren und durch Anwendung von 1-Naphthalinessig-
saure (NAA) wieder unterdricken (Lunkenbein et al., 2006a). Die Genexpres-
sionsdaten und die Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung deuten
darauf hin, dass FaGT5 in planta eine ahnliche Funktion wie FaGT2 Uberneh-

men konnte.
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3.3.3 Biochemische Charakterisierung

3.3.3.1 Aufreinigung des GST-Fusionsproteins

FaGT5 wurde nicht wie die bisher diskutierten Glycosyltransferasen mit einem
His-Tag sondern als GST-Fusionsprotein exprimiert. Dadurch konnte eine we-
sentlich bessere Aufreinigung erreicht werden. Bereits durch einen chroma-
tographischen Schritt wurde FaGT5 erfolgreich aufgereinigt. Gelelektrophore-
tisch konnte im Eluat nur noch das Fusionsprotein und abgespaltene GST
nachgewiesen werden. Dies wird durch die hohe Affinitat von GST und Gluta-
thion bedingt, die eine spezifische Bindung des Fusionsproteins wahrend der
Aufreinigung ermdglicht. Bei der Affinitatschromatographie mit His-getaggten
Proteinen werden dagegen auch andere Histidin-reiche Proteine gebunden und

isoliert.

3.3.3.2 Substratspezifitat und Identifizierung der Reaktionsprodukte
Rekombinante FaGT5 akzeptiert in vitro Zimtsaure, Benzoesaure und eine
Reihe von hydroxylierten und methoxylierten Derivaten. Ahnlich wie bei FaGT2
konnte mit Salicylsaure keine Aktivitat festgestellt werden (Lunkenbein et al.,
2006a). Obwonhl in Arabidopsis thaliana insgesamt 14 Enzyme identifiziert wur-
den, die Benzoate umsetzen, akzeptierten davon nur zwei bevorzugt Salicyl-
saure (Lim et al., 2002). Die Glucosylierung dieses wichtigen Signalmolekils
scheint also strenger kontrolliert zu sein als die der Ubrigen Benzoate. Deshalb
ist es nicht Uberraschend, dass weder FaGT2 noch FaGT5 Salicylsaure gluco-
sylieren. Dagegen wurde o-Cumarsaure, welche kein Substrat der FaGT2 ist,
von FaGT5 umgesetzt (Lunkenbein et al., 2006a).

Da Hydroxyzimtsauren und Hydroxybenzoesauren sowohl an der Hydroxy- als
auch an der Sauregruppe glucosyliert werden kénnen, wurde die Reaktion von
Kaffeesaure mit UDP-D-Glucose naher betrachtet. Im Gegensatz zur Salicyl-
saure-glucosyltransferase aus Tabak wird nur ein Produkt gebildet (Lee und
Raskin, 1999). Durch alkalische Hydrolyse konnte gezeigt werden, dass Kaffee-
saureglucose-Ester und nicht das entsprechende Glucosid entsteht. Dies hat
wichtige Konsequenzen flir die funktionelle Bedeutung der FaGT5. Im Ge-
gensatz zu Glucosiden sind Glucose-Ester von Hydroxyzimtsduren energierei-
che Verbindungen mit einem hohen Gruppenubertragungspotential (Mock und
Strack, 1993). Auch FaGT2 bildet energiereiche Glucose-Ester, die als Vorstu-
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fen fUr verschiedene Sekundarmetabolite betrachtet werden (Lunkenbein et al.,
2006a).

Interessanterweise wurde auch eine geringe Nebenaktivitat mit Quercetin,
Kampferol, 7-Hydroxyflavon und 7-Hydroxycumarin festgestellt. Aus Quercetin
entstanden zwei Produkte, die Uber Referenzverbindungen als Quercetin-3-glu-
cosid und Quercetin-4’-glucosid identifiziert werden konnten. FaGT5 ist also in
der Lage mit Flavonolen die Bildung von Glucosiden und mit phenolischen Sau-
ren die Entstehung von Glucose-Estern zu katalysieren. Ein ahnliches Verhal-
ten war bereits bei einer induzierbaren Glycosyltransferase aus Tabak
beobachtet worden, die Zimtsaure und Hydroxycumarine in vitro umsetzt
(Fraissinet-Tachet et al., 1998).

3.3.3.3 Bevorzugte Substrate und kinetische Parameter
Hydroxyzimtsauren sind insgesamt bessere Substrate der FaGT5 als Hydroxy-
benzoesauren. Fur beide Gruppen nahm die Aktivitat beim Vorhandensein einer
Hydroxygruppe von der ortho- Uber die meta- zur para-Stellung hin zu. Die
Hydroxygruppe in ortho-Position scheint somit eine sterische Hinderung bei der
Glucosylierung der benachbarten Sauregruppe darzustellen. Dies flihrt bei Sali-
cylsaure zu einem vollkommenen Verlust der Aktivitat. Die raumlich etwas wei-
ter entfernte Sauregruppe von o-Cumarsaure wird zwar noch glucosyliert, aber
mit geringerer Aktivitat als Zimtsaure selbst.

Sowohl bei den Hydroxybenzoe- als auch bei den Hydroxyzimtsauren weist
FaGT5 mit Substraten mit Hydroxy- oder Methoxygruppen in meta- und para-
Stellung die besten Aktivitaten auf. Die hdéchsten Umsatzraten wurden mit
Kaffeesaure, Ferulasaure, Sinapinsaure und Vanillinsaure erzielt. Auch das
Aglycon des in Erdbeerfrichten dominierenden p-Cumarsaureglucose-Esters
wurde bevorzugt umgesetzt. Die Glucose-Ester von Sinapin-, Ferula- und
Kaffeesdure wurden in Erdbeerfrichten bereits nachgewiesen (Herrmann,
1989; Lunkenbein et al., 2006a).

Die festgestellten K,-Werte sind mit 101 uM fur Kaffeesaure und 77 uM fur Fe-
rulasaure deutlich niedriger als fur die gleichen Verbindungen mit FaGT2 (708
MM bzw. 359 pM). Auch die gemessenen Reaktionsgeschwindigkeiten waren
mindestens doppelt so hoch wie fur FaGT2 (Lunkenbein et al., 2006a). FaGT5
weist in vitro also eine hohere katalytische Wirksamkeit fur diese beiden Sub-

strate auf. Dies wird auch durch den Vergleich der K../Kn-Werte deutlich. Mog-
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licherweise trifft dies auch auf andere Hydroxyzimtsauren zu, die mit vergleich-

baren relativen Aktivitaten umgesetzt werden.

3.3.4 Modégliche Funktionen in planta

3.3.4.1 Potentielle Substrate in planta

Die Herabregulation von FaGT2 in transgenen antisense Linien fuhrte zu um bis
zu 75 % erniedrigten Gehalten an Zimtsaureglucose-Ester (Lunkenbein et al.,
2006a). Auch der Gehalt an p-Cumarsaureglucose-Ester war um etwa 50 %
erniedrigt. Die Konzentrationen der anderen, reifekorrelierten und nicht-reifekor-
relierten Hydroxyzimtsaureglucose-Ester waren in den transgenen Erdbeer-
frichten dagegen nicht signifikant vermindert. Wie die biochemische Charakter-
isierung, die Genexpressionsanalyse und die phylogenetische Untersuchung er-
geben haben, ist es wahrscheinlich, dass FaGT5 und FaGT2 in planta ahnliche
Funktionen Ubernehmen. Die gleichzeitige reifekorrelierte Expression von
FaGT5 konnte erklaren, warum der Gehalt an p-Cumarsaureglucose-Ester we-
niger deutlich als der von Zimtsaureglucose-Ester in den FaGT2 anti-sense
Linien erniedrigt war. FaGT5 konnte in vivo auch fur die Bildung des reifekorre-
liert auftretenden Kaffeesaureglucose-Esters verantwortlich sein. Sowohl
p-Cumarsaure als auch Kaffeesaure zahlen in vitro zu den besten Substraten
der FaGT5. Die Glucose-Ester von Ferula-, Sinapin- und p-Hydroxybenzoe-
saure werden zwar nicht reifekorreliert akkumuliert, aber FaGT5 kdnnte zumin-
dest teilweise an der Biosynthese in spaten Phasen der Fruchtreifung beteiligt
sein. Dies wird durch die hohen relativen Aktivitaten der FaGT5 gegenuber
Sinapinsaure und Ferulasaure gesttitzt. Die Funktion der FaGT5 lasst sich aber
nur durch die Herabregulation oder Uberexpression des entsprechenden Gens

in planta gesichert analysieren.

3.34.2 Bedeutung der aktivierten Glucose-Ester

Es ist grofdteils unbekannt, fur welche Sekundarmetabolite die Glucose-Ester
der Hydroxyzimtsauren Vorstufen sind. Aus Physalis peruviana wurde eine
Acyltransferase isoliert, welche die Ubertragung energiereicher Zimtsaure-
glucose-Ester auf kurzkettige Alkohole katalysiert (Latza und Berger, 1997). Die
dadurch gebildeten Aromastoffe Zimtsauremethylester und Zimtsaureethylester
wurden bereits in Erdbeerfrichten nachgewiesen (Schreier, 1980; Gomes da

Silva und Chaves das Neves, 1999). Auch Benzoesaureethylester ist ein Be-
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standteil des Erdbeeraromas. Allerdings zahlen Benzoesaure und Zimtsaure in
vitro nicht zu den bevorzugten Substraten der FaGT5.

Auch aus Arabidopsis thaliana und Brassica napus wurden Glycosyltransfera-
sen kloniert, die Glucose-Ester von Hydroxyzimtsauren bilden (Milkowski et al.,
2000 und 2004; Lim et al., 2001). In A. thaliana fuhrt der Phenylpropanoidweg
zur Produktion von Sinapat-Estern, die als UV-Schutzstoffe diskutiert werden. In
Blattern wird vor allem Sinapoylmalat und in Samen Sinapoylcholin akkumuliert.
Der energiereiche Sinapinsaureglucose-Ester dient als direkte Vorstufe fur die
Biosynthese beider Verbindungen und wird durch das Enzym SNG1 in Sina-
poylmalat umgewandelt (Lehfeldt et al., 2000). Allerdings ist dieser Biosynthe-
seweg nach jetzigem Stand nur fir die Familie der Brassicaceae von Bedeu-
tung. Aber auch in Erdbeerfrichten wurden kurzlich geringe Mengen Sinapin-
saureglucose-Ester nachgewiesen (Lunkenbein et al., 2006a).

Zur Aufklarung der Funktion der Hydroxyzimtsaureglucose-Ester in der Erd-
beerfrucht muss gleichzeitig die Expression von FaGT2 und FaGT5 herabregu-
liert werden. Nur dadurch konnen deutlich erniedrigte Konzentrationen an
Hydroxyzimtsaureglucose-Estern erhalten werden, die maoglicherweise zu
eindeutigen Auswirkungen auf den Phanotyp der Erdbeerfriichte fuhren. Aller-
dings konnte das Auftreten weiterer Enzyme mit redundanter Funktion diesen

Ansatz erschweren (Bowles et al., 2006).

3.4 Fragaria x ananassa Glycosyltransferase 6 & 7 (FaGT6 & 7)

3.4.1 Sequenz und phylogenetische Analyse

FaGT6 und FaGT7 sind Proteine mit 479 bzw. 487 Aminosauren und werden
von offenen Leserahmen mit 1440 und 1464 bp codiert. FaGT6 weist die
héchste Ahnlichkeit zu FaGT3 und einer Reihe von multifunktionellen Glyco-
syltransferasen auf, die sowohl Flavonoide und Hydroxycumarine an verschie-
denen Hydroxygruppen glycosylieren. FaGT7 wird in ein Cluster mit einigen
Stress-induzierbaren Glycosyltransferasen aus Tabak, Arabidopsis thaliana und
anderen Pflanzen eingeordnet, die in vitro ein ahnliches Substratspektrum auf-
weisen. In beiden Fallen ist eine Vorhersage der Regioselektivitat aufgrund der
phylogenetischen Analyse nicht moglich. Die biochemische Charakterisierung
bestatigte aber, dass Flavonoide und Hydroxycumarine Substrate der multi-
funktionellen FaGT6 und FaGT7 sind. Es wurde bereits vermutet, dass sich die

Stress-induzierbaren Glycosyltransferasen, zu denen auch FaGT6 und FaGT7
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gehoren, unabhangig von den ein eher homogenes Cluster bildenden Flavo-
noid-3-glycosyltransferasen entwickelt haben (Taguchi et al., 2001; Vogt, 2002).
Eine relativ spate Entstehung dieser Glycosyltransferasen nach Aufspaltung der
verschiedenen Arten wurde auch die unterschiedlichen Regiospezifitaten in die-
sen Gruppen erklaren (Gachon et al., 2005).

Die genomischen Sequenzen der FaGT6 und FaGT7 weisen keine Introns auf.
Bei FaGT6 stimmt dies mit dem Fehlen von Introns bei FaGT3 und den anderen
homologen Sequenzen aus A. thaliana Uberein (Li et al., 2001). Bei FaGT7
ware jedoch das Auftreten eines Introns zu erwarten, da fast alle Glyco-
syltransferasen aus Familie 73B Intron 7 aufweisen. Allerdings ist der evolutio-
nar relativ spate Gewinn oder Verlust eines Introns nicht ungewdhnlich und tritt

beispielsweise auch bei UGT73B3 aus der gleichen Familie auf.

3.4.2 Genexpressionsprofile

3.4.2.1 Expression in Achanen und Blutenboden

FaGT6 und FaGT7 weisen ein vollkommen anderes Genexpressionsprofil als
die bisher untersuchten Glycosyltransferasen auf. FaGT6 wird deutlich starker
in den Achanen als im Blutenboden exprimiert. Die Transkriptmengen in den
Achanen gruner und roter Frichte unterscheiden sich nicht signifikant. In einem
Microarray-Experiment wurden 441 verschiedene Sequenzen identifiziert, die in
Achanen und Blitenboden unterschiedlich exprimiert werden (Aharoni und
O’Connell, 2002). Davon weisen Uberraschenderweise 259 Gene (59 %) eine
hdhere Expression in Achanen auf. Allerdings wurden bisher vor allem Gene
des Blutenbodens beschrieben. FaGT6 ist das erste biochemisch charakteri-
sierte Enzym, das in grinen und roten Frichten starker in den Achanen als im
Blutenboden exprimiert wird.

Auch FaGT7 wird starker in den Achanen als im Blutenboden griiner Frichte
exprimiert. Allerdings sinkt die Expression in den Achanen roter Frichte etwas
ab. Die Unterschiede in den Transkriptmengen sind aber deutlich geringer als
bei den anderen Glycosyltransferasen, die hauptsachlich im Blutenboden
exprimiert werden. Damit Ubereinstimmend wurde bereits berichtet, dass die
Genexpression in den Achanen weniger stark schwankt als im Blitenboden
(Aharoni und O’Connell, 2002).

Im Blltenboden werden FaGT6 und FaGT7 schwach reifekorreliert exprimiert.

Die Induktion der Genexpression ist allerdings um einige GréRenordnungen
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geringer als bei den anderen untersuchten Glycosyltransferasen. Das Muster
der Genexpression ist bei beiden Glycosyltransferasen in Achanen und
Blutenboden unterschiedlich. Dies stimmt damit Uberein, dass die Transkription
in Achanen und Blitenboden unterschiedlich reguliert wird (Aharoni und
O’Connell, 2002).

3.4.2.2 Induktion der Genexpression

Die Genexpression von FaGT6 und FaGT7 wird im Blutenboden durch das
Pflanzenhormon Auxin kontrolliert. Der Anstieg der Expression durch das Ent-
fernen der Achanen fallt zwar etwas geringer als bei den anderen Glyco-
syltransferasen aus, kann aber durch die Applikation des synthetischen Auxins
1-Naphthalinessigsaure reprimiert werden.

Microarray-Experimente mit Erdbeerzellkulturen haben gezeigt, dass die Ex-
pression beider Gene durch Salicylsdure induziert wird (Mari Luz Bellido und
Juan Munoz-Blanco, Personliche Mitteilung). FaGT6 weist einen 14-fachen und
FaGT7 einen 4-fachen Anstieg der Genexpression nach Behandlung mit
0,75 mM Salicylsaure auf. Salicylsaure ist ein wichtiges Signal flr die Expres-
sion von Genen, die an pflanzlichen Abwehrmechanismen beteiligt sind
(Reymond und Farmer, 1998). Auch viele Glycosyltransferasen denen eine
Funktion in der Pflanzenabwehr zugeschrieben wird, werden durch Salicylsaure
induziert. Dazu zahlen UGT73C5, UGT73B3 und UGT73B5 aus Arabidopsis
thaliana. Die beiden letztgenannten Enzyme werden Salicylsdure-abhangig
nach Infektion mit Pseudomonas syringae pv tomato induziert (Langlois-
Meurinne et al., 2005). UGT73C5 glucosyliert das Mykotoxin Desoxynivalenol
(DON) und tragt zur Resistenz gegen DON bei (Poppenberger et al., 2003).
Auch in Tabak wurden Glycosyltransferasen identifiziert, die durch Salicylsaure
induziert werden und vermutlich an der Pflanzenabwehr beteiligt sind (Horvath
und Chua, 1996; Fraissinet-Tachet et al., 1998; Taguchi et al., 2001, 2003a und
2003b). Die Induktion der Genexpression durch Salicylsdure deutet auch fur

FaGT6 und FaGT7 eine Funktion in pflanzlichen Abwehrmechanismen an.

3.4.3 Biochemische Charakterisierung
3.4.3.1  Substratspezifitat und Identifizierung der Reaktionsprodukte
Beide Glycosyltransferasen weisen in vitro ein breites Substratspektrum auf und

akzeptieren Verbindungen aus chemisch relativ unterschiedlichen Gruppen.
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Von beiden Glucosyltransferasen werden Flavonole, Flavone, Flavanone, Fla-
vonolglucoside, Hydroxycumarine und Naphthole glucosyliert. Anthocyanidine
werden nur von FaGT6 umgesetzt, allerdings akzeptiert das Enzym nur die
nicht in der Erdbeerfrucht vorkommenden Aglyca Malvidin, Peonidin und Petu-
nidin (Bakker et al., 1994). Hydroxyzimtsauren, Hydroxybenzoesauren und der
wichtige Aromastoff 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3-(2H)-furanon (HDMF) werden
von beiden Enzymen nicht umgesetzt. Bis auf einige Flavonole wurden die
Substrate bisher nicht in Erdbeerfrichten nachgewiesen. Bei den Naphtholen
handelt es sich um nicht naturlich vorkommende Verbindungen. Als Zucker-Do-
nor wurde nur UDP-D-Glucose, nicht aber UDP-D-Glucuronsaure oder UDP-D-
Galactose akzeptiert.

FaGT6 bildet in vitro vor allem Quercetin-3-glucosid. Es konnten aber auch
mehrere monoglucosylierte Nebenprodukte und zusatzlich die Bildung eines
Diglucosids beobachtet werden. Das MS?-Spektrum deutet an, dass beide Glu-
cose-Molekule an verschiedenen Hydroxygruppen gebunden sind. FaGT7 bildet
aus Quercetin zu etwa gleichen Teilen zwei verschiedene Monoglucoside, die
durch Referenzverbindungen als Quercetin-3-glucosid und Quercetin-4’-gluco-
sid identifiziert werden konnten. Die Ergebnisse des Substratscreenings hatten
vermuten lassen, dass neben Quercetin-3-glucosid vor allem Quercetin-7-glu-
cosid gebildet wird. Dies konnte aber durch Verwendung der drei Referenzver-
bindungen ausgeschlossen werden. Unter ahnlichen chromatographischen Be-
dingungen wurde die gleiche Elutionsreihenfolge (Quercetin-7-glucosid < Quer-
cetin-3-glucosid < Quercetin-4’-glucosid) bereits von verschiedenen Autoren be-
richtet (Kramer et al., 2003; Lim et al., 2004; Isayenkova et al., 2006).

Mehrere Glycosyltransferasen konnen ihr Substrat an verschiedenen Hydro-
xygruppen glycosylieren. UGT73G1 aus Allium cepa akzeptiert eine Reihe von
Flavonoiden und bildet aus Quercetin drei Monoglucoside, vor allem Quercetin-
3-glucosid neben geringeren Mengen an Quercetin-4’-glucosid und Quercetin-
7-glucosid (Kramer et al., 2003). Auch die Bildung von zwei Diglucosiden wurde
beobachtet. Die Regiospezifitat der Glycosyltransferasen aus Arabidopsis tha-
liana ist mit Quercetin detailliert untersucht worden (Lim et al., 2004). Keines
der 29 Enzyme, die Quercetin akzeptieren, glucosyliert die Hydroxygruppe an
Position 5. Eines der Enzyme (UGT88A1) bildet vier verschiedene Monogluco-
side mit allen anderen Hydroxygruppen (3, 3’, 4’, 7). Auch die Bildung von Di-

glucosiden wurde beobachtet.
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In Oryza sativa und Beta vulgaris sind Glycosyltransferasen beschrieben wor-
den, deren Regiospezifitat von der Hydroxylierung des B-Rings abhangt.
UGT73A4 aus B. wvulgaris bevorzugt die Position 4’ und 7 der Flavonoide
(Isayenkova et al., 2006). Befindet sich an Position 3’ eine Hydroxygruppe
(Quercetin, Myricetin u. a.), so wird bevorzugt 4’-glucosid gebildet. Bei fehlen-
der 3’-Hydroxygruppe (Kampferol, Chrysin u. a.) entstehen 7-glucoside. RUGT-
5, die erste aus O. sativa isolierte Glycosyltransferase, akzeptiert die Hydro-
xygruppen 3, 4 und 7 Flavonoide (Ko et al., 2006). Die Anwesenheit der
Hydroxygruppe 3’ fuhrt hier ebenfalls zur bevorzugten Bildung von 4’-glucosi-
den. Bei Abwesenheit der Hydroxygruppe an Position 3’ werden vor allem
3-glucoside gebildet. Die 3’-Hydroxygruppe dirigiert also in beiden Fallen die

Glucosylierung an den B-Ring.

3.4.3.2 Bevorzugte Substrate und kinetische Parameter

Bei der Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde im Vergleich zu den an-
deren in dieser Arbeit charakterisierten Glycosyltransferasen fur FaGT6 ein
leicht erhdhtes und fir FaGT7 ein relativ stark erhdhtes Temperaturoptimum
festgestellt (35 °C bzw. 45 °C). Eine multifunktionelle Glycosyltransferase aus
Rauvolfia serpentina weist bei 50 °C maximale Reaktionsgeschwindigkeit auf
(Hefner et al., 2002). Dies konnte ein Zeichen fir den Erhalt der Aktivitat unter
Stressbedingungen sein, der fur Stress-induzierte Glycosyltransferasen not-
wendig ware.

Beide Glucosyltransferasen setzen in vitro bevorzugt Verbindungen um, die
nicht in der Erdbeere vorkommen. Zu den besten Substraten zahlen Galangin,
Isorhamnetin und 3-Hydroxycumarin. FaGT6 weist auch eine sehr hohe Aktivi-
tat mit 3-Hydroxyflavon auf und besitzt auch eine Uberraschend hohe Umsatz-
rate mit 2-Naphthol. Die relativen Aktivitaten von FaGT6 und FaGT7 deuten
darauf hin, dass die Funktion beider Enzyme nicht ausschlieBlich die Biosyn-
these von Sekundarmetaboliten ist. Es konnte sich vielmehr um Glycosyltrans-
ferasen handeln, die an der Glucosylierung von Xenobiotika beteiligt sind. Aller-
dings hat die Herabregulation der FaGT1 gezeigt, dass auch Verbindungen, die
in vitro eine vergleichsweise geringe relative Aktivitat aufweisen, in planta Sub-
strate der betreffenden Glycosyltransferase sein konnen.

Die K, -Werte fur 3-Hydroxyflavon (FaGT6) und Isorhamnetin (FaGT7) sind im

unteren uM-Bereich und zeigen die hohe Affinitat der beiden Enzyme zu diesen
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Substraten, obwohl diese nicht in Erdbeerfriichten vorkommen. Die K,,-Werte
fur UDP-D-Glucose liegen im gleichen Bereich wie bei den anderen un-

tersuchten Glycosyltransferasen.

3.4.4 Mobgliche Funktionen in planta

3.4.4.1 Biosynthese von Flavonolglucosiden

Das Hauptprodukt der enzymatischen Umsetzung von FaGT6 mit Quercetin ist
das entsprechende 3-Glucosid. Kampferol- und Quercetin-3-glucoside sind be-
kannte Sekundarmetabolite in Erdbeerfrichten (Ryan, 1971; Henning, 1981).
Das Genexpressionsprofil der FaGT6 korreliert auch mit der hohen Konzentra-
tion phenolischer Verbindungen in griinen Frichten (Wang und Lin, 2000) und
den im Vergleich zum Blutenboden hoheren Konzentrationen phenolischer Ver-
bindungen in den Achanen (Aaby et al., 2005). Dies wurde eine Beteiligung von
FaGT6 an der Biosynthese von Flavonol-3-glucosiden in den Achanen griner
Fruchte plausibel machen.

FaGT7 bildet dagegen zu gleichen Teilen Quercetin-3-glucosid und Quercetin-
4’-glucosid. Flavonol-4’-glucoside wurden bisher noch nicht in Erdbeerfrichten
nachgewiesen (Ryan, 1971; Henning, 1981). Dies schlie3t zunachst eine Betei-
ligung an der Biosynthese von Sekundarmetaboliten aus. Kirzlich veroéffent-
lichte Untersuchungen haben aber ergeben, dass die Position der Glucosylie-
rung auch von den Hydroxygruppen am B-Ring abhangt (Isayenkova et al.,
2006; Ko et al., 2006). Es ware also moglich, dass FaGT7 mit Kampferol (ohne
Hydroxygruppe 3’) nicht Kdmpferol-4’-glucosid bildet, sondern das in Erdbeeren
nachgewiesene Kampferol-7-glucosid (Ryan, 1971). Es ist auch moglich, dass
die Achanen bisher noch unbekannte Flavonolglycoside enthalten, da bei den
meisten Extraktionsmethoden nur die Sekundarmetabolite des Blitenbodens
erfasst werden und die Achanen intakt bleiben.

Auch in Arabidopsis thaliana wurden Enzyme beschrieben, die in vitro die
Hydroxygruppen 3’ und 4’ glucosylieren (Lim et al., 2004). Bisher wurden in
A. thaliana aber ausschlieBlich 3,7-Diglycoside von Quercetin und Kampferol
nachgewiesen (Veit und Pauli, 1999; Tohge et al., 2005). Die Funktion der ent-
sprechenden Glycosyltransferasen in planta wurde bisher grofitenteils noch

nicht aufgeklart.
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3.44.2 Glucosylierung von Fremdstoffen

Pflanzen weisen ein erstaunlich flexibles System auf, das sie vor potentiell toxi-
schen Fremdstoffen schitzt (Sandermann, 1994; Kreuz et al., 1996). Es existie-
ren bemerkenswerte Parallelen zum Fremdstoffwechsel in Saugetieren, wes-
halb oft von einer ,griinen Leber’ gesprochen wird. In Pflanzen wurden sowohl
Phase-lI-Enzyme wie Cytochrom-P-450-abhangige Monooxygenasen und
Phase-ll-Enzyme wie Glutathion-S-Transferasen und Glucosyltransferasen
nachgewiesen. Im Gegensatz zu den Saugetieren werden allerdings bevorzugt
Glucoside und nicht Glucuronide gebildet.

Viele Enzyme weisen in vitro Aktivitat mit endogenen und exogenen Substraten
auf. Besonders gut untersucht wurden wiederum die Enzyme aus Arabidopsis
thaliana. UGT73C5 kann das Flavonol Quercetin (Lim et al., 2004), Pflanzen-
hormone aus der Gruppe der Brassinosteroide (Poppenberger et al., 2005) und
das Mykotoxin Desoxynivalenol (DON) glycosylieren (Poppenberger et al.,
2003). UGT72B1 setzt in vitro sowohl 3,4-Dihydroxybenzoesaure (Lim et al.,
2002), aber auch die Fremdstoffe 2,4,5-Trichlorphenol (TCP) und 3,4-Dichlor-
anilin (DCA) um (Loutre et al., 2003). In einer anderen Untersuchung wurde
gezeigt, dass endogene Substrate die Umsetzung von Fremdstoffen teilweise
hemmen kénnen (MelRner et al.,, 2003). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass Enzyme des Sekundarstoffwechsels im Fremdstoffwechsel neue Aufga-
ben Ubernommen haben und dass sich ihre Aktivitaten zumindest in vitro teil-
weise uberschneiden.

Die Achéanen der Erdbeerfrichte sammeln eine Reihe von Vorraten und Ab-
wehrstoffen an, um ein langfristiges Uberleben der Samen sicherzustellen
(Aharoni und O’Connell, 2002). In Microarray-Experimenten wurden zahlreiche
cDNAs identifiziert, die starker in den Achanen als im Blutenboden exprimiert
und zu einer Gruppe Stress-assoziierter Gene gezahlt werden. Ubereinstim-
mend damit wurde beschrieben, dass ein Hitzeschockprotein in den Achanen
von Erdbeerfrichten reifekorreliert exprimiert wird (Medina-Escobar et al.,
1998). Auch die Expression eines Lipid-Transfer-Proteins, dem unter anderem
auch eine potentielle Funktion in pflanzlichen Abwehrmechanismen zuge-
schrieben wird, konnte durch in situ Hybridisation in den Achanen lokalisiert
werden (Yubero-Serrano et al., 2003).

Es wurde vermutet, dass einige dieser Stress-assoziierten Gene in den Acha-

nen fir Enzyme codieren, die am Metabolismus von Xenobiotika beteiligt sind
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(Aharoni und O’Connell, 2002). Dazu gehort eine potentielle Glutathion-S-
Transferase, die als Phase-llI-Enzym Fremdstoffe konjugieren kann. Eine Gly-
cosyltransferase wurde in diesem Experiment nicht identifiziert. FaGT6 und
FaGT7 konnten eine ahnliche Funktion wie die potentielle Glutathion-S-Transfe-
rase Ubernehmen und am Fremdstoffmetabolismus der Achanen beteiligt sein.
Damit Ubereinstimmend wurde gezeigt, dass die von beiden Glycosyltransfera-
sen umgesetzten, nicht natlrlichen Substrate auch in planta glucosyliert werden
konnen. Nach Injektion von 2-Naphthol, 3-Hydroxycumarin und 3-Hydroxyflavon
konnten die entsprechenden Glucoside anschlielend in der Erdbeerfrucht
nachgewiesen werden.

Eine endglltige Aussage Uber die Aufgabe beider Glycosyltransferasen kann
nur durch das Ausschalten der Gene oder ihrer Uberexpression in planta ge-
macht werden. Die Anwendung der auf RNA-Interferenz basierenden Injektion
eines intron-hairpin (ihp)-Konstrukts durfte durch die Expression in Achanen
und in frihen Entwicklungsstadien erschwert werden. Die Untersuchung trans-
gener Pflanzen, in denen die Expression der FaGT6 und FaGT7 stabil unter-

drickt wird, erscheint mehr Erfolg zu versprechen.
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4 MATERIAL UND METHODEN

41 Material

4.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von den Firmen
Sigma, Aldrich, Fluka, Riedel de Haén (alle Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) und
Merck (Darmstadt) bezogen. Anthocyanidine wurden bei Polyphenols Laborato-
ries (Sandnes, Norwegen) erworben. Radioaktiv markierte [6->HJUDP-D-Glu-
cose (1 mCi/ml, 60 Ci/mmol) stammte von American Radiolabelled Compounds
(St. Louis, USA). Quercetin-7-glucosid war eine Spende von Dr. Thilo Fischer
(Lehrstuhl fur Zierpflanzenbau, Technische Universitat Munchen). Betanidin
wurde aus einem kommerziellen Rote-Beete-Extrakt durch Hydrolyse mit
B-Glucosidase aus Mandeln (Fluka, 18 Std., 35 °C) gewonnen. Der hydrolysier-
te Extrakt enthielt keine Glycoside mehr und wurde direkt fir die Enzymassays
eingesetzt. Alle Lésungen wurden mit hochreinem Wasser aus einem Wasser-
nachbehandlungssystem (Purelab Plus UV/UF, Ransbach-Baumbach) herge-
stellt. Zur Isolierung von RNA wurde hochreines Wasser mit 500 ul DEPC/100
ml Wasser versetzt, Uber Nacht geschuttelt und anschlielRend autoklaviert. Fur
molekularbiologische Arbeiten wurde RNase- und DNase-freies Wasser ver-

wendet (Gibco Ultra Pure Distilled Water, Invitrogen, Karlsruhe).

4.1.2 Pflanzen

Erdbeeren (Fragaria x ananassa) cv. Elsanta wurden unter Standardbedingun-
gen bei 25 °C und 16 Stunden Licht pro Tag bei einer Strahlung von 120 pymol x
m? x s (Fluoro-Lampen, Osram, Augsburg) gehalten. Die Friichte wurden

nach der Ernte in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

4.1.3 Bakterienstdmme
Fir diese Arbeit wurden folgende Bakterienstamme mit den angegebenen Anti-
biotika-Resistenzen verwendet.

- Escherichia coli JM 109 (Promega, Mannheim)

- E. coliMACH1 (Invitrogen)

- E. coliBL21 (DE3) pLysS (Novagen, Darmstadt)

mit Chloramphenicol-Resistenz (34 mg/l)
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Agrobacterium tumefaciens AGLO (Lazo et al., 1991)

mit Rifampicin-Resistenz (50 mg/l)

4.1.4 Vektoren

Die folgenden Vektoren und vektorspezifischen Primer (4.1.6) wurden in dieser

Arbeit verwendet. Die Selektion transformierter Organismen erfolgte durch die

angegebenen Antibiotika-Resistenzen.

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

Verwendete vektorspezifische Primer: T7, SP6

pET-29a(+) (Novagen) mit Kanamycin-Resistenz (15 mg/l).

Verwendete vektorspezifische Primer:T7, T7_Term

pGEX-4T-1 (Amersham Bioscience, Freiburg) mit Ampicillin-Resistenz
(100 mg/l). Verwendete vektorspezifische Primer: pGEX_F, pGEX_R
pBl121 (Jefferson, 1987) mit Kanamycin-Resistenz (15 mg/l).
Verwendete vektorspezifische Primer: T3, T7

4.1.5 Enzyme

Reverse Transkriptasen: - Superscript Il (Invitrogen)

- iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Minchen)

DNA Polymerasen: - REDTaq Ready Mix (Sigma)

- Taq Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt)
- DNA polimerasa (Biotools, Madrid, Spanien)
- Phusion DNA Polymerase (Finnzymes, Espoo, Finnland)

Restriktionsenzyme:- EcoRI, BamHI, Xhol, Notl (New England Biolabs)

- Spel, Xbal, Nhel, Ec/136ll (Fermentas, St. Leon-Rot)

Weitere Enzyme: - DNase | (Amersham Bioscience)

- DNase | (Fermentas)

- RNaseH (New England Biolabs)

- Terminale Transferase (Promega)

- Alkalische Phosphatase (New England Biolabs)
- T4 DNA Ligase (Fermentas)
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4.1.6 Primer

Vektorspezifische Primer

T3

SP6

T7

T7 _Term
pGEX_F
pGEX R

5’-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’
5-CATTTAGGTGACACTATAG-3’
5’-AATACGACTCACTATAGGG-3'
5’-CTAGTTATTGCTCAGCGGT-3
5’-ATAGCATGGCCTTTGCAGG-3’
5-GAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’

Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)
5-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGA

O|igO(dT)13

GeneRacer 3'

CAGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTIT-3
5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3’

GeneRacer 3’ Nested 5-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3

FaGT5 3'RACE
FaGT6_RT1
FaGT6_5'RACE1
FaGT6_RT2
FaGT6_5'RACE2
FaGT7_RT1
FaGT7_5'RACE1
FaGT7_RT2
FaGT7_5'RACE2

5’-GTCTGTTATCCAGCACAAGGTCACA-3’
5’-GTTCAATATGGGTCCCACCGGATACA-3’
5’-CTTACCGTCGGAACTGAGAGACTGAA-3’
5-ATCACGTAAGGCTTGGAGGTGGAAC-3’
5-ATCCGCAGCTCCAGAGGTGTAGAAC-3’
5’-GTTCCACCCACAGTGAGTCACAAAT-3’
5-CACTTGAGGAGCCCAATCTCTTAT-3’
5'-CCATAGCTCCTTTCTTCAATCTCT-3
5-CTGACTCATCAGGAAACACAGGTA-3

Klonierung der offenen Leserahmen

FaGT1_EcoRI_F
FaGT1_Xhol_R
FaGT3 BamHI_F
FaGT3_Xhol R
FaGT4_BamHI_F
FaGT4_Xhol_R
FaGT5 EcoRI _F
FaGT5 Xhol R
FaGT6_EcoRI_F
FaGT6_Notl_R

5’-TGAATTCATGGCACCAGTATCAAACC-3’
5-TCTCGAGATTGGTTGTAGTCATTTCC-3
5-TGGATCCATGGAGAAACCTGCAGAG 3
5-TCTCGAGGATCTGATCAATAAAATG-3’
5’-TGGATCCATGAGCTCTTCCTCTGCA-3’
5’-TCTCGAGAACCTCATGATGCGCATG-3
5’-AAAGAATTCATGGGTTCTGTGGGATCTG-3
5’-AAACTCGAGAGCAATAGAAGTCCTAGCAATCTC-3’
5’-TGAATTCATGAAGAAAGCTTCAGAGC-3’
5-TGCGGCCGCCGAGGTTTGAATTTGATCG-3
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FaGT7_BamHI_F 5-TGGATCCATGGCCATGGAAACTAAATCATGC-3
FaGT7_Xhol_R  5-TCTCGAGTTCAACTAAGCCTCCAAAAGCTAG-3

Quantitative PCR (qPCR)

FaGT3_gPCR_F 5-AGGTATAGGCCATCTAGTCTCA-3'
FaGT3_gPCR R 5-GATGAAGTTGATACGCTGTG-3'
FaGT4 qPCR_F 5-CCGGATTGGATCATTCACGAT-3’
FaGT4_gqPCR_R 5-CATCAGTCTCTTGGCCTCGAAA-3
FaGT5 gPCR_F 5-ATCGTCGACAACCACCCAACAC-3’
FaGT5 gPCR_R 5-AGCAACATCACAAACCCAAGGAAT-3’
FaGT6_gPCR_F 5-CGCAGCGCATCAGGTTCGTC-3’
FaGT6_pPCR_R 5-GATCCGCAGCTCCAGAGGTGTAGA-3’
FaGT7_gPCR_F 5-CTCGCGGCCACAGCATAC-3’

FaGT7 gPCR_R 5-GTCGGCACTTTCGCAATCTT-3'
HK_INSP_F 5-ACCGTTGATTCGCACAATTGGTCATCG-3’
HK_INSP_R 5-TACTGCGGGTCGGCAATCGGACG-3

Herabregulation von FaGT1
Fa_Intron_F 5-GAAGATCTGCTAGCAGGTACATTCTGATTTCATTATCC-3
Fa_Intron_R 5-CTCACTAGTGCAAGCTGCATCACATAAAAGTACAC-3’
FaGT1_gPCR_F 5-CACTCACGCCGCCCCACTG-3
FaGT1_gPCR_R 5-CACACCATCCGCCACCTCACAC-3

HK_DBP_F 5-GGCATCGGAGATGGTACTGT-3

HK_DBP_R 5-CCAGCATTCCGAACTTCTTT-3

4.1.7 Kommerzielle Kits

Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen:

Perfectprep Gel Cleanup Kit (Eppendorf, Hamburg)

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen:

Wizard Plus SV Miniprep Kit (Promega)

Isolierung von Nukleinsauren aus enzymatischen Reaktionen:
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)

Isolierung von DNA aus Erdbeerblattern:

DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
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4.1.8 Medien, Puffer und sonstige Lésungen
Medien
LB-Medium 10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt

10 g/l NaCl

pH 7,0

LB-Agar LB-Medium
1,5 % Agar

SOC-Medium 20 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l NaCl
2,5 mM KCI
1 mM MgCl,
2 mM D-Glucose (separat steril filtrieren [0,22 pm])

MMA-Medium 10 mM MES
4,3 g/l MS-Salze
20 g/l Saccharose
pH 5,6

Arbeiten mit Nukleinsduren

CTAB-Puffer 100 mM Tris
1,4 M NacCl
20 mM EDTA
2% CTAB
pH 8,0

bei 65 °C I6sen und 1 ul/ml R-Mercaptoethanol zugeben

TE-Puffer 10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0
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TFB1-Puffer

TFB2-Puffer

SYBR Green

Vorratslosung

Arbeitslosung

30 mM Kaliumacetat

10 mM CaCl;

50 mM MnCl;

100 mM RbCl

15 % Glycerin

pH 5,8 einstellen (1 M Essigsaure), steril filtrieren (0,45 um)

100 mM MOPS

75 mM CaCl,

10 mM RbCI

15 % Glycerin

pH 6,5 einstellen (1 M KOH), steril filtrieren (0,45 pm)

1 ul SYBR Green (Molecular Probes, Eugene, USA)
1 ul Fluorescein Dye (Bio-Rad)
98 ul DMSO

1 Ml Vorratslosung mit 149 pl Wasser verduinnen

Agarose-Gelelektrophorese

10x TAE-Puffer

10x Ladepuffer

0,4 M Tris
0,2 M Essigsaure
0,01 M EDTA

0,21 % Orange G
0,1 M EDTA

50 % Glycerin

pH 8,0

Arbeiten mit Proteinen

8x His-Binde-Puffer

160 mM Tris

4 M NacCl

40 mM Imidazol
pH 7,9
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8x His-Wasch-Puffer 160 mM Tris
4 M NaCl
480 mM Imidazol
pH 7,9

4x His-Elutions-Puffer 80 mM Tris
2 M NacCl
4 M Imidazol
pH 7,9

10x GST-Binde-Puffer 43 mM Na;HPO,4
14,7 mM KH;PO4
1,37 M NaCl
27 mM KCI
pH 7,3

10x GST-Rekonstitutions-Puffer 500 mM Tris
pH 8,0

1x GST-Elutions-Puffer  1x GST-Rekonstitutionspuffer

10 mM reduziertes Glutathion

Tris-Puffer 100 mM Tris
5 mM R-Mercaptoethanol
10 % Glycerin
pH 7,0-9,5 mit HCI einstellen

Mclllvaine-Puffer
Losung A 21,01 g/l Citronensaure-monohydrat
5 mM R-Mercaptoethanol
10 % Glycerin
Lésung B 28,39 g/l Na;HPO4
5 mM [3-Mercaptoethanol
10 % Glycerin

pH 4,0-8,0 durch Mischen von Lésung A (sauer) und B (alkalisch) einstellen
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Bradford-Losung 50 mg Coomassie in 25 ml Ethanol |6sen
50 ml 85 % Phosphorsaure zugeben

mit Wasser auf 1 | auffullen

SDS-PAGE und Western Blot
Elektrophorese-Puffer 1x Tris/Glycin/SDS (Bio-Rad)

Proteingroflenstandard  Prestained Protein Marker Broad Range (6-175 kDa)
Protein Marker Broad Range (2-212 kDa)

(beide von New England Biolabs)
Entfarbelésung 7 % Essigsaure
10 % Methanol
Blotting-Puffer 1x Tris/Glycin (Bio-Rad)
20 % Methanol

PBS 8,23 g/l NazHPO4
2,35 g/| NaH2P04
4,0 g/l NaCl

PBS/Tween PBS

1 ml/l Tween zugeben

TBS 6,057 g/l Tris
8,766 g/l NaCl

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

10x Ponceau 20 g/l Ponceau S
300 g/l Trichloressigsaure

300 g/l Sulfosalicylsaure

NBT-Ldésung 5 mg NBT in 100 uyl 70 % DMF auflésen
BCIP-L6sung 5 mg BCIP in 100 pl 100 % DMF auflésen
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4.2 Gerate
4.2.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
System LaChrom HPLC-DAD (Merck-Hitachi, Darmstadt)
Pumpe Quarternare Pumpe L-7100
Trennsaule Luna C-8 (150 mm lang, 4,6 mm Innendurchmesser,
PartikelgréRe 3 um) von Phenomenex (Aschaffenburg)
FlieRmittel A: 0,05 % Ameisensaure (Roth) in Wasser (Merck)
B: Acetonitril (Roth)
Flussrate 1 ml/min
Gradient 0-30 min: 0-100 % B
Detektor Diodenarraydetektor (DAD) L-7455
Auswertung Chromatography Data Station Software 4.0 (Merck-Hitachi)

4.2.2 Flissigkeitschromatographie-Elektrospray-Massenspektrometrie

(LC-ESI-MS)
HPLC Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Waldbronn)
Pumpe Agilent 1100 Quarternare Pumpe
Trennsaule Luna C-18 (150 mm lang, 2 mm Innendurchmesser,

Partikelgréfie 5 um) von Phenomenex
Vorsaule Security Guard Cartridges (Phenomenex)
Saulentemperatur 25 °C
FlieRmittel A: Wasser (Merck) mit 0,1 % Ameisensaure (Roth)
B: Acetonitril mit 0,1 % Ameisensaure (Riedel de Haén)
Flussrate 0,2 ml/min
Gradienten Untersuchung der Enzymassays:
0-30 min: 0-100 % B
Untersuchung der Erdbeerextrakte:
0-40 min: 0-40 % B
40-45 min: 40-100 % B
Detektor Agilent UV Variable Wavelength Detector

Massenspektrometer Bruker Daltonics esquire 3000 lonenfalle
(Bruker Daltonics, Bremen)
lonisierungsspannung -4000 V

Endplattenspannung -500 V
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Trockengas Stickstoff (330 °C, 9 I/min)

Kollisionsgas Helium (3,56 x 10 mbar)

Kollisionsenergie 1,0V

Scan-Bereich 50 bis 800 m/z

Scan-Auflésung 13 000 m/z/s

ICC Target 30 000 oder 200 ms

Auswertung DataAnalysis 3.1 Softwarepaket (Bruker Daltonics)

4.2.3 Flissigszintillationszdhler (LSC)

Gerat Rackbeta 1219 (Wallac, Turku, Finnland)
Messzeit 5 Minuten

Vials Schraubgefalie 15 ml (Hartenstein, Wirzburg)
Szintillationscocktail Ultima Gold XR LSC (Perkin-Elmer, Boston, USA)

4.2.4 Sonstige Geréte
Thermocycler iCycler iQ mit Optical Systems Software 3.0a (Bio-Rad)
Primus 96 advanced (Peglab Biotechnologie, Erlangen)
Techgene FTGENE 2D (Techne, Cambridge, England)
Spektralphotometer Specord 200 (Analytik Jena, Jena)
Nicolet evolution 100 (Thermo, Cambridge, England)
Nanodrop ND-1000 UV/Vis (Peqglab Biotechnologie)
Zentrifugen Beckman Avanti J-25 (Beckman, Madrid, Spanien)
Sorvall RC 5B Plus (Kendro, Hamburg)
Sigma 4K15 (Sigma, Osterode)
Eppendorf 5415R (Eppendorf)

Sterile Werkbank Waldner FAZ 3 (Waldner Laboreinrichtung, Wangen)
Autoklav HST 4-5-7 (Zirbus Technology, Bad Grund)
Geldokumentation Alpha Imager 2200 mit Alpha Ease Software

(Alpha Innotech, San Leandro, USA)
Lyophilisator Christ Alpha 1-4 (Christ, Osterode)
Speed-Vac Christ RVC 2-18 (Christ)
Waagen Sartorius 1702 (Sartorius, Géttingen)

Scout Pro SP U 4001 (Ohaus, Pine Brook, USA)
pH-Meter CG 820 (Ingold, Hofheim)

Spannungsquelle Consort E 835 (Consort, Turnhout, Belgien)
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Blot-Kammer Criterion-Blotter (Bio-Rad)

Ultraschallbad RK103H (Bandelin Electronic, Berlin)

Ultraschall-Sonotrode Bandelin Sonopuls UW2200 (Bandelin Electronic)

Schuttelinkubatoren GFL3033 (Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel)
GFL3032 (Gesellschaft fur Labortechnik)

Thermomixer Eppendorf Comfort 1,5 ml (Eppendorf)

Wasserbad HC 5/6 (Julabo Labortechnik, Seelbach)

Vortexer REAX 2000 (Heidolph, Schwabach)

4.2.5 Software und Internetressourcen

- EditSeq Version 4.0 (DNA STAR, Madison, USA)

- PrimerSelect Version 4.0 (DNA STAR)

- MegAlign Version 4.0 (DNA STAR)

- TreeView Version 1.6.6 (R. Page, England)

- SigmaPlot 8.0 (Systat Software, Erkrath)

- ACD/ChemSketch Version 5.12
(Advanced Chemistry Development, Toronto, Kanada)

- BLAST (Altschul et al., 1990 und 1997):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

- Clustal W (Thompson et al., 1994): http://www.ebi.ac.uk/clustaw/

- The R project for statistical computing: http://www.r-project.org/

4.3 Methoden

4.3.1 Grundlegende molekularbiologische Arbeitstechniken

4.3.1.1 lIsolierung von RNA

Das verwendete Verfahren basiert auf einem Protokoll, das urspringlich fur die
Isolierung von RNA aus reifen Bananen entwickelt wurde (Asif et al., 2000). Das
tiefgefrorene Pflanzenmaterial (1 g Frischgewicht) wurde unter flissigem Stick-
stoff mit Morser und Pistill fein zerrieben, mit 10 ml CTAB-Puffer versetzt und
eine Stunden bei 65 °C inkubiert. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur
wurden 10 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugegeben, mit dem Vortexer
gut gemischt und 15 Minuten bei 14 000 g zentrifugiert. Der wassrige Uberstand
wurde in ein neues Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt und der Extraktionsvorgang
mit der gleichen Menge Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) wiederholt. Die RNA

wurde mit Lithiumchlorid (Endkonzentration 3 M) aus dem wassrigen Uberstand
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uber Nacht bei 4 °C gefallt und anschlieRend bei 14 000 g fur 30 Minuten ab-
zentrifugiert. Das Prazipitat ist in 200 yl Wasser geldst und nacheinander mit
200 pl Phenol, Phenol/Chloroform (1:1) und Chloroform extrahiert worden. An-
schlieBend wurden 1/30 Volumina 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 0,1 Volu-
mina Ethanol zugegeben um die enthaltenen Poly- und Oligosaccharide 30 Mi-
nuten auf Eis auszufallen. Nach dem Sedimentieren des Niederschlags bei 4 °C
und 16 100 g wurde dem Uberstand 0,1 Volumina 3 M Natriumacetat (pH 5,2)
und 3 Volumina Ethanol zugegeben um bei —80 °C mindestens drei Stunden
lang die enthaltene RNA zu fallen. Anschliel3end wurde die RNA bei 4° C fir 30
Minuten bei 16 100 g abzentrifugiert. Das Prazipitat wurde nacheinander mit
500 pl 70 % und 100 % Ethanol gewaschen und anschlieRend in 100 pyl Wasser
geldst. Diese Losung ist fur die photometrische Bestimmung 1:25 mit Wasser
verdunnt worden. Die RNA-Konzentration wurde bei 260 nm gemessen und

nach folgender Gleichung berechnet.

RNA [pg/ml] = Agsp X Verdinnungsfaktor x 40

Aus dem Verhaltnis Azso/A2so lasst sich die Verunreinigungen mit Proteinen ab-
schatzen, wobei eine reine RNA-Losung den Wert 2,0 aufweist (Lottspeich und
Zorbas, 1998).

4.3.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bekannte und unbekannte DNA-Sequenzen wurden mit der Polymerase-Ket-
tenreaktion (PCR) vervielfaltigt. Fir unproblematische Standardanwendungen
(z. B. Kolonie-PCR, 4.3.1.9) wurde ein kommerzieller PCR Ready Mix (RED-
Taq) eingesetzt, der eine Taq Polymerase, dNTPs und einen Ladepuffer ent-
hielt. Bei allen Anwendungen, die eine hohe Genauigkeit erfordern (z. B. Klonie-
rung des offenen Leserahmens, 4.3.2.4), wurde die Phusion Polymerase ver-
wendet, die eine geringere Fehlerrate als herkommliche Taq Polymerasen auf-
weist. Wenn nicht anders beschrieben, wurden folgende Ansatze (Tab. 4) ver-

wendet und auf Eis pipettiert.
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Tabelle 4: Allgemeines Pipettierschema fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Ready Mix Taq Polymerase Phusion Polymerase
12,5 yl 2x Ready Mix 2,5 pl 10% Thermopol Puffer 4 yl 5% HF Puffer
- 0,5 ul dNTPs (10 mM) 0,4 pl dNTPs (10 mM)
1 yl Vorwarts-Primer 1 ul Vorwarts-Primer 0,8 pl Vorwarts-Primer
(10 pmol/ul) (10 pmol/pl) (10 pmol/pl)
1 ul Rtickwarts-Primer 1 ul Rickwarts-Primer 0,8 pl Rickwarts-Primer
(10 pmol/pl) (10 pmol/pl) (10 pmol/pl)
9,5 ul Wasser 18,75 pl Wasser 13 pl Wasser
1 yl Matrize 1 yl Matrize 0,8 pl Matrize
- 0,25 pl Taq Polymerase 0,2 pl Phusion Polymerase
> 25yl > 254l > 20 pl

Die PCR wurde anschlieBend mit folgenden Temperaturprogrammen (Tab. 5)

im vorgeheizten Thermocycler mit beheiztem Deckel durchgefuhrt.

Tabelle 5: Temperaturprogramme fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Taq Polymerase Phusion Polymerase
Vordenaturierung 2 Min. bei 94 °C 2 Min. bei 98 °C
Denaturierung 30 Sek. bei 94 °C 10 Sek. bei 98 °C
Primerhybridisierung 32 x< 30 Sek. bei 60 °C 32 x< 20 Sek. bei 55 °C
Elongation 90 Sek. bei 72 °C 30 Sek. bei 72 °C
Finale Elongation 10 Min. bei 72 °C 10 Min. bei 72 °C

4.3.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Verwendung eines GrofRenstandards (Gene Ruler DNA Ladder Mix,
Fermentas) ermdglichte die Abschatzung der GroRe und der Menge der DNA-
Fragmente. Es wurden TAE-gepufferte Gele mit 1,5 % (w/v) Agarose und
0,05 % Ethidiumbromid verwendet. Die Proben wurden mit 10x Ladepuffer ver-
setzt und fur 30 bis 45 Minuten bei 10 V/cm entwickelt. Das Ergebnis wurde mit
einem Geldokumentationssystem festgehalten. Zur Isolierung von DNA wurde
die entsprechende Bande unter UV-Licht ausgeschnitten und mit einem kom-

merziellen Kit isoliert.

4.3.1.4 Klonieren von PCR-Produkten
Zum Subklonieren von PCR-Produkten wurde der Vektor pGEM-T verwendet.

Dieser Vektor ist in linearisierter Form mit einem T-Uberhang erhaltlich und er-
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mdglicht die schnelle und unkomplizierte Ligation von PCR-Produkten, die mit
einer Taq Polymerase erzeugt wurden. Bei Verwendung der Phusion Polyme-
rase wurde der notwendige A-Uberhang nach folgendem Ansatz durch eine 20-
minutige Inkubation bei 72 °C erzeugt.

7 ul - PCR-Produkt

1yl 10x Thermopol-Puffer (New England Biolabs)

1yl dATP (2 mM)

1yl Taqg Polymerase (New England Biolabs)

Das mit einem A-Uberhang versehene PCR-Produkt wurde anschlieRend mit
folgendem Reaktionsansatz tUber Nacht bei 4 °C in den Vektor pGEM-T ligiert.
5yl 2x Rapid Ligation Puffer (Promega)
3yl PCR-Produkt mit A-Uberhang
1 ul  pGEM-T Vektor (Promega)
1yl T4 DNA Ligase (Promega)

4.3.1.5 Restriktionsverdau und Aufflllen klebriger Enden
Die Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen erfolgte mit den ange-
gebenen Enzymen in den von den Herstellern empfohlenen Puffern. Es wurde
mindestens eine Unit Restriktionsenzym pro ug DNA eingesetzt und fir 2 Stun-
den bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Inaktivierung der Restrikti-
onsenzyme fir 15 Minuten bei 70 °C. Die erfolgreiche Restriktion wurde an-
schlielend gelelektrophoretisch Uberpruft (4.3.1.3) und das gewlinschte DNA-
Fragment wurde mit einem kommerziellen Kit aus dem Agarose-Gel isoliert.
Fir die Konstruktion von pBI-FaGT1i (4.3.5.2) mussten teilweise durch Restrik-
tionsverdau entstandene klebrige Enden aufgefullt werden. Die aus dem Re-
striktionsansatz mit einem kommerziellen Kit aufgereinigte DNA wurde dazu mit
folgendem Reaktionsansatz 20 Minuten bei 72 °C inkubiert.

27 pl Aufgereinigte und geschnittene DNA

7 ul - 5% HF-Puffer (Finnzymes)

0,7 pl dNTPs (10 mM)

0,3 pl Phusion Polymerase (Finnzymes)
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4.3.1.6 Vektor-Dephosphorylierung und Ligation klebriger Enden
Linearisierte Vektoren mit klebrigen Enden wurden vor der Ligation dephospho-
ryliert, um eine Selbstligation zu vermeiden. Dazu wurde der Restriktionsansatz
mit 1 ul alkalischer Phosphatase versetzt und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Die
geschnittenen und aus dem Gel aufgereinigten DNA-Fragmente wurden an-
schliefend mit folgendem Ansatz in den dephosphorylierten Vektor ligiert.

2 ul - 10x Ligations-Puffer (Fermentas)

0,4 ugLinearisierter Vektor

x I DNA-Fragment (mind. gleiche molare Konzentration)

1 ul T4 DNA Ligase (Fermentas)

Wasser (Gesamtvolumen 20 pl)

4.3.1.7 Herstellung kompetenter Escherichia coli Zellen

Chemisch kompetente E. coli Zellen wurden nach einer modifizierten Rubidium-
chlorid-Methode hergestellt, da bessere Transformationseffizienzen als mit Cal-
ciumchlorid erreicht werden kénnen (Hanahan, 1985). Von einer Ubernachtkul-
tur des entsprechenden E. coli Stammes wurden 2,5 ml mit 250 ml LB-Medium
(mit 20 mM MgSO, supplementiert) versetzt und bei 37 °C geschlttelt bis die
optische Dichte bei 600 nm (ODggo) 0,4 bis 0,6 erreicht hatte. Die Zellen wurden
5 Minuten bei 4 500 g und 4 °C pelletiert und anschlieend in 100 ml eiskaltem
TFB1-Puffer resuspendiert und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneutem
Zentrifugieren wurden die Zellen in 10 ml eiskaltem TFB2-Puffer resuspendiert
und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach dem Aliquotieren wurden die Zellen in

flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

4.3.1.8 Transformation von Escherichia coli

Funf ul Ligationsansatz wurden zu 50 ul der auf Eis aufgetauten kompetenten
Zellen (4.3.1.7) gegeben, vorsichtig gemischt und 20 Minuten auf Eis inkubiert.
Nach einem Hitzeschock (45 Sek., 42 °C) wurde die Reaktion erneut zwei Mi-
nuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 950 yl SOC-Medium wuchsen die
Zellen bei 37 °C fur 1,5 Stunden. Anschlielend wurden verschiedene Aliquote
auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert.
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4.3.1.9 Kolonie-PCR und Isolierung von Plasmid-DNA

Um die nach einer Transformation erhaltenen Kolonien zu Uberprtfen, wurde
eine Kolonie-PCR durchgefihrt. Dazu wurde ein Teil der Kolonie mit einem ste-
rilen Zahnstocher in ein PCR-Gefaly Uberfuhrt. Mit vektorspezifischen Primern
(4.1.6) und dem Ready Mix wurde eine PCR durchgefuhrt (4.3.1.2). Anhand der
Grole des erhaltenen PCR-Produktes konnte darauf geschlossen werden, ob
das gewunschte DNA-Fragment in den Vektor integriert wurde. Von positiven
Kolonien wurden Ubernachtkulturen (37 °C) mit den entsprechenden Antibiotika
angesetzt. Aus 5-10 ml Ubernachtkultur wurde mit Hilfe eines kommerziellen

Kits Plasmid-DNA isoliert und anschliel3end elektrophoretisch Uberprift.

4.3.1.10 DNA-Fallung und Sequenzierung

Etwa 1 ug Plasmid-DNA wurde mit 0,1 Volumina 3 M Natriumacetat (pH 5,2)
und 2,5 Volumina Ethanol versetzt und die DNA wurde 15 Minuten bei —20 °C
gefallt. Das Pellet wurde nach 30-mindtiger Zentrifugation bei 4 °C mit 200 pl
70 % Ethanol und 200 ul 100 % Ethanol gewaschen und bei 45 °C kurz ge-
trocknet. Die Sequenzierung erfolgte durch einen kommerziellen Anbieter

(MWG Biotech, Ebersberg) mit vektorspezifischen Primern (4.1.6).

4.3.1.11 Anlegen von Glycerinkulturen

Zur sicheren Langzeitlagerung von Konstrukten wurden neben den Plasmiden
auch Glycerinkulturen aufbewahrt. Dazu wurde die entsprechende Ubernacht-
kultur mit der gleichen Menge 50 % Glycerin gemischt, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

4.3.2 Klonierung der Vollldngensequenzen
4.3.2.1 Reverse Transkription (RT)
Die aus Erdbeerfriichten isolierte RNA (4.3.1.1) wurde mit Superscript Ill revers
transkribiert. Dazu wurde folgender Ansatz 5 Minuten bei 65 °C inkubiert.
1 ug RNA
1 pl Oligo(dT)+g Primer (50 pmol/ul, 4.1.6)
1 ul dNTPs (10 mM)

Wasser (Gesamtvolumen 13 pl)
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Nach dem Abkuhlen auf Eis wurden folgende Losungen hinzugefugt.
4 ul 5% Superscript Il Puffer
1yl DTT (0,1 M)
1 ul RNase Inhibitor Gold (Peglab Biotechnologie)
1 ul Superscript Il

Die cDNA-Synthese erfolgte fir 50 Minuten bei 50 °C, gefolgt von 15 Minuten
bei 70 °C, um die enthaltene reverse Transkriptase zu inaktivieren. Zum Verdau
des komplementaren RNA-Stranges wurde 1 yl RNaseH (New England Bio-
labs) zugegeben und fir 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die erhaltene cDNA
konnte direkt fur 3' RACE und Klonierungsexperimente eingesetzt werden.

Bei der Verwendung genspezifischer Primer wurden nur 0,2 ul Oligonukleotid
(10 pmol/pl) zugegeben und die cDNA-Synthese fand bei 55 °C fur 20 Minuten
statt. Nach dem RNaseH Verdau wurde die cDNA mit einem kommerziellen Kit

aufgereinigt, um die enthaltenen Primer und Nukleotide zu entfernen.

4.3.2.2 3 Rapid Amplification of cDNA Ends (3’ RACE)

Bei der 3’ RACE wird ein Oligonukleotid eingesetzt, das an den Anker des bei
der cDNA-Synthese verwendeten Oligo(dT)+s-Primers (GeneRacer 3’ Primer,
Invitrogen, 4.1.6) hybridisieren kann (Mulhardt, 2006). Zusammen mit dem
FaGT5_3’'RACE Primer (4.1.6) konnte mit Taq Polymerase das unbekannte 3’-

Ende des offenen Leserahmens von FaGT5 amplifiziert werden (4.3.1.2).

4.3.2.3 5 Rapid Amplification of cDNA Ends (5 RACE)

Die Primer fur die 5° RACE wurden so konstruiert, dass sie moglichst nah am
5’-Ende der bekannten Sequenz lagen und unter den letzten funf Basen am 3’-
Ende des Primers maximal zwei G oder C aufwiesen (Schaefer, 1995).
Daneben wurde darauf geachtet, dass die Oligonukleotide nicht zur Bildung von
Dimeren oder Haarnadel-Molekilen neigten. Um auch unbekannte Sequenzen
am 5-Ende des offenen Leserahmens zu amplifizieren, musste zunachst ein
PolyA-Uberhang am 5-Ende der mit genspezifischen Primern (FaGT6_RT1
bzw. FaGT7_RT1, 4.1.6) synthetisierten cDNA angefugt werden. Im ersten
Schritt der 5° RACE bindet der Oligo(dT)ss-Primer an den neu generierten
PolyA-Uberhang und ermdglicht dadurch das Anhybridisieren des Gene
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Racer 3’ oder GeneRacer 3’ Nested Primers (Invitrogen, 4.1.6) an den neu ge-
schaffenen Anker.
Die aufgereinigte cDNA wurde mit folgendem Ansatz mit einem PolyA-Uber-
hang am 5’-Ende versehen. Die Inkubation erfolgte 10 Minuten bei 37 °C, an-
schlieRend wurde die terminale Transferase 10 Minuten bei 70 °C inaktiviert.

14 ul cDNA

0,6 pl Wasser

0,4 yl dATP (10 mM)

4,0 yl 5% Terminale Transferase-Puffer (Promega)

1,0 ul Terminale Transferase (Promega)

Um die Spezifitat der 5 RACE zu erhdhen, wurde eine Touchdown-PCR durch-
gefuhrt (Don et al.,, 1991). Dabei wird in den ersten Amplifikationszyklen eine
hohe Hybridisierungstemperatur gewahlt, die in jedem Zyklus gesenkt wird. Die
verwendeten genspezifischen Primer (FaGT6_5'RACE1 und FaGT7_5'RACE1,
4.1.6) hybridisieren naher am 5’-Ende der bekannten Teilsequenz als die fur die
reverse Transkription benutzten und ermdglichen so die Durchfihrung einer
geschachtelten PCR. Fur FaGT6 wurde die Taqg Polymerase mit dem in 4.3.1.2
beschriebenen Ansatz verwendet, der je 1 ul Oligo(dT)s (1 pmol/ul), Gene-
Racer 3’ (10 pmol/ul) und FaGT6_5'RACE1 Primer (10 pmol/ul) enthielt. Die
Reaktion wurde mit folgendem Temperaturprogramm durchgefuhrt.

5 Min. bei 95 °C

2 Min. bei 50 °C

40 Min. bei 72 °C

30 Sek. bei 94 °C

12x 30 Sek. bei 70 °C [- 0,8 °C /Zyklus]

75 Sek. bei 72 °C

30 Sek. bei 94 °C

25x 30 Sek. bei 60 °C

75 Sek. bei 72 °C

10 Min. bei 72 °C

Da mit der ersten 5 RACE nur ein Teilstick des unbekannten 5’-Endes amplifi-
ziert werden konnte, wurden zwei neue genspezifische Primer (FaGT6_RT2
und FaGT6_5RACE2, 4.1.6) konstruiert, die naher am 5-Ende des offenen



4 MATERIAL UND METHODEN 120

Leserahmens lagen. AnschlieRend wurde die cDNA-Synthese und die 5° RACE
wie oben beschrieben wiederholt. Dadurch konnte schlieRlich der gesamte of-
fene Leserahmen der FaGT6 amplifiziert und sequenziert werden.
Zur Amplifikation des unbekannten 5’-Endes der FaGT7 wurde die Phusion
Polymerase nach dem in 4.3.1.2 beschriebenen Ansatz verwendet, der je 1 pl
Oligo(dT)is (1 pmol/ul), GeneRacer 3 Nested (10 pmol/ul) und
FaGT7_5RACE1 Primer (10 pmol/ul) enthielt. Das Temperaturprogramm wurde
wie folgt angepasst.
2 Min. bei 98 °C
2 Min. bei 55 °C
25 Min. bei 72 °C
10 Sek. bei 98 °C
12x% 20 Sek. bei 72 °C [~ 0,5 °C /ZykKlus]
20 Sek. bei 72 °C
10 Sek. bei 98 °C
28x 20 Sek. bei 65 °C
20 Sek. bei 72 °C
10 Min. bei 72 °C

Auch hier wurde bei der ersten 5 RACE nur ein Teilstlick des gesuchten 5’-En-
des vervielfaltigt. Deshalb wurden ebenfalls zwei neue genspezifische Primer
(FaGT7_RT2 und FaGT7_5RACEZ2, 4.1.6) konstruiert, die naher am 5’-Ende
des offenen Leserahmens lagen und die cDNA Synthese und die 5 RACE wur-
den damit erneut durchgefuhrt. Auch hier gelang im zweiten Schritt die Amplifi-

kation des gesuchten 5’-Endes des offenen Leserahmens.

4.3.2.4 Klonierung der offenen Leserahmen

Zum Klonieren der vollstadndigen offenen Leserahmen wurden zunachst Primer
konstruiert, die die zur Ligation in den Expressionsvektor bendtigten Restrikti-
onsschnittstellen beinhalten (4.1.6). Mit der Phusion Polymerase wurde an-
schlielend ein PCR-Produkt generiert, das in den Vektor pGEM-T subkloniert
und anschlieRend vollstandig sequenziert wurde (4.3.1).
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4.3.2.5 Klonierung in den Expressionsvektor

FaGT1, FaGT3 und FaGT4 wurden in den Expressionsvektor pET29a(+) ligiert.
Far FaGT5, FaGT6 und FaGT7 wurde das pGEX-4T-1 Expressionssystem ver-
wendet. Das in den Vektor pGEM-T ligierte PCR-Produkt sowie der Expres-
sionsvektor wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten
(4.3.1.5). Die Ligation in den dephosphorylierten Expressionsvektor erfolgte mit
dem unter 4.3.1.6 beschriebenen Ansatz. Mindestens ein Plasmid mit dem of-
fenen Leserahmen wurde vollstandig mit vektorspezifischen Primern sequen-
ziert (4.3.1.10). Plasmide, die den korrekten und vollstandigen offenen Lese-
rahmen aufwiesen, wurden zur heterologen Expression in E. coli BL21 (DE3)
pLysS transformiert (4.3.1.8).

4.3.2.6 Klonierung der genomischen Sequenzen

Genomische DNA wurde mit Hilfe eines kommerziellen Kits aus Erdbeerblattern
isoliert. Mit der Phusion Polymerase (4.3.1.2) und den Primern, die auch zum
Subklonieren der vollstandigen offenen Leserahmen Verwendung fanden
(4.1.6), wurden die genomischen Sequenzen amplifiziert. Um auch Sequenzen
mit langeren Introns vervielfaltigen zu kénnen, wurde die Amplifikationszeit in
der PCR auf 2 Minuten verlangert. Nach dem Subklonieren der PCR-Produkte
in den Vektor pGEM-T erfolgte die vollstandige Sequenzierung (4.3.1.10).

4.3.3 Genexpressionsanalyse

4.3.3.1 Pflanzenmaterial und Auxin-Behandlung

Wahrend der Fruchtreifung wurden kleine grine (G1), grof3e grine (G3), weil3e
(W), pinkfarbene (P) und reife rote (R) Erdbeerfrichte geerntet und in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Daneben wurde auch von vegetativem Gewebe wie
Blattern, Wurzeln, Auslaufern, Bliten und Wurzelhals Proben genommen. Um
den hormonellen Einfluss auf die Fruchtreifung und Genexpression zu untersu-
chen, wurden die Achanen von mittelgroen grunen Fruchten (G2) mit einem
Skalpell vorsichtig entfernt. Ein Teil der Frichte wurde mit einer Lanolinpaste
bestrichen, die das synthetische Auxin 1-Naphthalinessigsaure (NAA) enthielt.
Der andere Teil der Fruchte wurde mit einer Lanolinpaste ohne NAA behandelt.
Nach 5 Tagen wurden die Frichte geerntet, in flussigem Stickstoff schockgefro-

ren und bei -80 °C gelagert.
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4.3.3.2 DNase-Behandlung und reverse Transkription (RT)
Zur Isolierung von RNA aus den verschiedenen Proben wurde das unter 4.3.1.1
beschriebene Protokoll mit jeweils sechs bis sieben Friuchten verwendet. Um
vor der reversen Transkription mogliche DNA-Kontaminationen zu entfernen,
wurde die RNA nach folgendem Ansatz mit DNase | behandelt.

30 ug RNA

2yl 1 MTris (pH 7,5)

3ul 0,1 MMgCl,

1 ul  DNase | (Amersham Bioscience)

Wasser (Gesamtvolumen 50 pl)

Nach der einstindigen Inkubation bei 37 °C wurden 100 ul Wasser zugegeben
und die DNase | wurde durch Extraktion mit 150 pl Phenol/Chloroform (1:1)
wieder entfernt. Aus der wassrigen Losung wurde die RNA mit 0,1 Volumina
3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumina Ethanol geféllt, mit 70 % und
100 % Ethanol gewaschen und bei 37 °C kurz getrocknet. Das Pellet wurde in
10 pl Wasser resuspendiert und die RNA-Menge und Qualitat wurde photo-
metrisch bestimmt (4.3.1.1). Zusatzlich wurde die Integritat der RNA elektropho-
retisch kontrolliert (4.3.1.3). Die reverse Transkription wurde mit 1 ug RNA und
dem iScript cDNA Synthesis Kit durchgefiihrt. Dazu wurden 4 pl 5x iScript
Reaction Mix, 1 pl iScript reverse Transkriptase und 1 uyg RNA in einem Ge-
samtvolumen von 20 yl zusammenpipettiert. Die Reaktion wurde mit folgendem
Temperaturprogramm durchgefuhrt.
5 Min. bei 25 °C
30 Min. bei 42 °C
5 Min. bei 85 °C

Ein kleiner Teil der cDNA wurde mit Wasser 1:4000 verdinnt, um als Matrize

fur das Referenzgen (Interspacer 26S-18S RNA) eingesetzt zu werden.

4.3.3.3 Quantitative PCR (qPCR)

Fir jede Glycosyltransferase wurden zunachst sequenzspezifische Primer kon-
struiert, die ein Amplikon von etwa 200 bp ergaben. Mit Hilfe der Software
PrimerSelect wurden Oligonukleotide ausgewahlt, die nicht zur Bildung von Di-

meren oder Haarnadeln neigen und einen relativ hohen Schmelzpunkt aufwei-
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sen (4.1.6). Zur Kontrolle der gewahlten Primer wurde das in einer konventio-
nellen PCR mit cDNA erzeugte Amplikon in pGEM-T kloniert und vollstandig
sequenziert (4.3.1). Zum Normalisieren der Ergebnisse wurde ein Interspacer
26S-18S RNA Referenzgen verwendet (Benitez-Burraco et al., 2003; Raab et
al., 2006; 4.1.6). Die PCR-Reaktionen wurden nach folgendem Schema pipet-
tiert.

3,0 yl 10x PCR-Puffer ohne Magnesium (Biotools)

1,2 yul 50 mM MgCl,

1,2 ul 5 mM dNTPs

3,0 yl Vorwarts-Primer (2 pmol/ul)

3,0 yl Ruckwarts-Primer (2 pmol/pl)

3,0 yI SYBR Green Arbeitslosung

2,0 ul cDNA

0,6 ul DNA polimerasa (Biotools)

13 ul Wasser

Jede einzelne Reaktion wurde in Triplikaten im iCycler iQ mit folgendem Tem-
peraturprogramm durchgefihrt. Als Negativkontrolle wurde Wasser anstelle von
cDNA eingesetzt.
3 Min. bei 94 °C
15 Sek. bei 94 °C
40x 30 Sek. bei 55 °C
30 Sek. bei 72 °C

Anschlieend wurde eine Schmelzpunktanalyse durchgefuhrt, um zu Uberpru-
fen, ob tatsachlich die gewlnschten Sequenzen amplifiziert wurden. Zusatzlich

wurden alle Reaktionen auch gelektrophoretisch kontrolliert (4.3.1.3).

4.3.3.4 Datenauswertung

Mit der iCycler iQ Optical Systems Software wurden die Ci-Werte bestimmt, bei
denen die Fluoreszenz erstmals oberhalb des Hintergrundes (Threshold Value
= 10) detektiert werden konnte. Die erhaltenen Ci-Werte sind indirekt proportio-
nal zum log, der ursprunglichen Kopienzahl. Die Ergebnisse wurden mit dem
Referenzgen normalisiert und nach Livak und Schmittgen (2001) mit folgender

Formel als relative Expression ausgedruckt (bezogen auf griine Erdbeeren oder
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unbehandelte Kontrollen). Dabei wurde jeder Datenpunkt mindestens in Tripli-
katen mit zweimal unabhangig voneinander revers transkribierter cONA aufge-
nommen.

Relative Expression = 2 “(A%)
A C; = C; (Zielgen) - C; (Referenzgen)

A (A Cy) = A Ct (Probe) - A Ct (Kontrolle)

4.3.4 Heterologe Expression und biochemische Charakterisierung

4.3.4.1 Expression der rekombinanten Enzyme

Die entsprechende Ubernachtkultur wurde mit LB-Medium so verdiinnt, dass in
einem Gesamtvolumen von 800 ml eine ODggg von 0,06 vorlag. Die Hauptkultur
wurde bei 37 °C bis zu einer ODggp von ca. 0,6 geschuttelt. Nach dem Abkuhlen
der Kultur auf 16 °C wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG
induziert. Die Kulturen wurden Uber Nacht bei 16 °C weitergeschiittelt und an-
schlieRend bei 4 °C 15 Minuten lang bei 3 000 g abzentrifugiert und bei —20 °C
gelagert.

4.3.4.2 Zellaufschluss

Die Zellen wurden in 4 ml Binde-Puffer/100 ml Kultur resuspendiert und dreimal
je 30 Sekunden mit gleich langen Pausen auf Eis mit einer Ultraschallsonotrode
(Intensitat 30 %) behandelt. Die aufgeschlossenen Zellen wurden abzentrifu-
giert (15 000 g, 20 Min., 4 °C), der Proteinrohextrakt kurz filtriert (0,45 ym) und

anschliel3end auf Eis gelagert.

4.3.4.3 His-Tag Affinitatschromatographie

Rekombinante Proteine mit einem His-Tag wurden mit His Bind Quick 900
Kartuschen (Novagen) aufgereinigt. Alle Puffer wurden mit 1 mM THP (Nova-
gen) versetzt. Um die Viskositat des Proteinrohextraktes zu reduzieren, wurde
vor der Aufreinigung eine 30-minutige Inkubation mit 5 pl Nuklease (Benzonase,
Novagen) durchgeflhrt. Die mit 6 ml His-Binde-Puffer konditionierten Kartu-
schen wurden mit dem Proteinrohextrakt geladen und anschlieliend mit 20 ml
His-Binde-Puffer und 10 ml His-Wasch-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte
mit 4 ml His-Elutions-Puffer, der 1 M Imidazol enthielt. Insgesamt wurden vier

Fraktionen zu je 1 ml erhalten, die auf Eis aufbewahrt wurden.
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4.3.4.4 GST Affinitatschromatographie

Die Proteinaufreinigung der GST-Fusionsproteine wurde mit GST-Binde-Harz
(Novagen) durchgefihrt. Alle verwendeten Puffer enthielten 10 mM B-Mer-
captoethanol. Zu dem aquilibrierten Harz wurde der Proteinrohextrakt gegeben
und 30 Minuten in einem Uberkopfmischer bei 4 °C inkubiert, um das Fusions-
protein an das Harz zu binden. Anschlieend wurde 3 Minuten bei 4 °C und
700 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Harz zweimal mit 2,5 ml
GST-Binde-Puffer gewaschen. Zur Elution des GST-Fusionsproteins wurden
500 ul GST-Elutions-Puffer zugegeben, 10 Minuten bei 4 °C gemischt und
zentrifugiert. Der Elutionsschritt wurde zweimal wiederholt und so wurden drei

Eluate mit Fusionsprotein erhalten, die auf Eis gelagert wurden.

4.3.4.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde nach der von Bradford (1976) entwickelten
Methode bestimmt. Die entsprechend verdunnten Proben (100 pl) wurden mit
1 ml Bradford-Losung versetzt, gemischt und nach fruhestens 2 Minuten photo-
metrisch bei 595 nm vermessen. Zum Erstellen einer Kalibriergeraden wurde
Rinderserumalbumin als Standard verwendet. Die Proteinkonzentration der

Probe wurde mit folgender Formel berechnet.

Protein [ug]= (Asss - 0,0009)/0,0364

4.3.4.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur qualitativen Untersuchung von Proteinlésungen wurde eine SDS-Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefuhrt. Dazu wurden 30 l
Probeldosung mit 30 pl 4 % SDS und 20 pl Ladepuffer (Roti-Load, Roth)
versetzt, 10 Minuten bei 95 °C denaturiert und auf Eis abgekuhlt. Fur die
Trennung wurden Fertiggele mit 12 % Polyacrylamid (Anamed, Darmstadt)
verwendet. Eingesetzt wurden jeweils 10 pl der Probelésung und des
GrolRenstandards. Die Auftrennung dauerte 60 Minuten bei einer konstanten
Stromstarke von 30 mA. Das Gel wurde mit Farbelésung (Roti-Blue, Roth) Gber
Nacht gefarbt und mit Entfarbelésung bis zum Erhalt eines klaren Hintergrundes
entfarbt. Da bei einigen Glycosyltransferasen nur eine partielle Aufreinigung

erreicht werden konnte, wurde der Anteil rekombinanten Proteins mit dem



4 MATERIAL UND METHODEN 126

Geldokumentationssystem und der dazugehoérigen  Auswertesoftware

quantifiziert.

4.3.4.7  Western Blot

Zum Nachweis der rekombinanten Proteine wurden Western Blots mit Anti-GST
(Sigma) bzw. Anti-His Antikdrper (Novagen) durchgefihrt. Nach der elektropho-
retischen Trennung wurden die Proteine mit dem Criterion-Blotter auf eine
0,45 pm Nitrocellulosemembran (Bio-Rad) uberfuhrt. Der Sandwich wurde mit
Blotting-Papier (Schleicher und Schuell, Dassel) nach den Angaben des Her-
stellers zusammengebaut. Der Transfer erfolgte in Blotting-Puffer bei einer kon-
stanten Stromstarke von 500 mA flir zwei Stunden. Zur Kontrolle des Blotting-
Vorgangs wurde die Nitrocellulosemembran 15 Minuten mit Ponceau gefarbt
und mit Wasser entfarbt. Anschliellend wurde die Membran Uber Nacht in
Blocklésung (Roti-Block, Roth) geschuttelt und mit 0,5 ul spezifischem Antikor-
per (Anti-His bei pET29a(+) bzw. Anti-GST bei pGEX-4T-1) in 500 pl Blocklo-
sung eine Stunde inkubiert. Unspezifisch gebundene Antikdrper wurden durch
dreimaliges Waschen mit PBS/Tween entfernt. AnschlieRend wurde mit 1 pl
Anti-Mouse Antikérper (Sigma) in 10 ml Blocklosung flr eine weitere Stunde
inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit PBS/Tween und zwei Waschschritte
mit TBS. Die Membran wurde anschlieRend mit 10 ml alkalischer Phosphatase-
Puffer, 66 pl NBT- und 33 ul BCIP-L6sung im Dunkeln fur 5 bis 20 Minuten in-

kubiert, bis eine deutliche Farbreaktion sichtbar wurde.

4.3.4.8 Enzymassays mit LC-ESI-MS Detektion

Um die Substratspezifitat und die gebildeten Produkte zu untersuchen, wurden
Enzymassays mit anschliefender LC-ESI-MS Detektion durchgefuhrt. Ein
Standardassay bestand aus 185 ul Tris-Puffer (pH 7,0), 10 pyl 125 mM UDP-D-
Glucose und 50 pl Proteinrohextrakt, der ungefahr 0,25 pg rekombinantes Pro-
tein enthielt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 5 yl 10 mM ethanoli-
scher Substratlosung gestartet und 30 Minuten bei 30 °C inkubiert. Der Abbruch
der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 200 pl 5 % HCI (Anthocyanidine) oder
50 ul Essigsaure (alle anderen Substrate). Ungeldste Bestandteile wurden kurz
abzentrifugiert (16 100 g, 5 Min.) und der klare Uberstand wurde direkt mit LC-
ESI-MS analysiert. Als Blindwerte wurden Proteinrohextrakte aus BL21 (DE3)

pLysS Zellen verwendet, die den leeren Expressionsvektor (pET29a(+) bzw.
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pGEX-4T-1) enthielten. Als zusatzliche Kontrolle wurde hitzeinaktiviertes
(5 Min., 95 °C) Protein eingesetzt. Die ldentifizierung der Produkte erfolgte
durch Analyse der entsprechenden Massenspuren und der MS?-Spektren.

Zur ldentifizierung der Reaktionsprodukte der FaGT5, wurde eine alkalische
Hydrolyse durchgefuhrt. Dazu wurden 90 ul eines nicht abgestoppten Stan-
dardassays mit 10 yl 1 M NaOH versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe von 10 yl 1 M HCI wurde der Assay per LC-ESI-MS
analysiert. Als Kontrolle diente ein mit Wasser versetzter Standardassay, der

unter gleichen Bedingungen inkubiert wurde.

4.3.4.9 Enzymassays mit Radiodetektion

FUr einen Standard-Assay wurden 166 pl Tris-Puffer (pH 7,0), 10 ul UDP-D-
Glucose (1 % 0,016 mM [6-°H]UDP-D-Glucose und 99 % 101 mM UDP-D-Glu-
cose) und 20 yl Enzymlésung mit 0,1 ug aufgereinigtem Protein verwendet. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 4 pyl 10 mM Substratldsung gestartet. Die
Inkubation erfolgte fur 30 Minuten bei 30 °C und wurde durch Extraktion mit
1 ml wassergesattigtem n-Butanol gestoppt. Nach kurzem Abzentrifugieren wur-
den 800 pl der organischen Phase enthommen und mit 4 ml Szintillationscock-
tail gemischt und fur 5 min im Szintillationszahler vermessen. Nicht umgesetzte
UDP-Glucose verbleibt in der wassrigen Phase. Die Berechnung der Reaktions-
geschwindigkeit erfolgte mit der nachfolgenden Formel. Alle angegebenen

Ergebnisse sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen.

_ (DPMProbe B DPMNullwert) X 1000

10 x DPM 4, imatwer X 0.8 Xt X E
4 Anfangsgeschwindigkeit [nkat/mg]
t Inkubationszeit [s]
Enzymmenge [mg]
0,8 Umrechnungsfaktor, da nur 800 ul der organischen

Phase (1000 pl) vermessen wurden

DPM Messwert (Zerfalle pro Minute)
DPMnuiiwert Messwert der Blindprobe (Ethanol statt Substrat)
DPMpasximalwert Messwert von 1 yl UDP-D-Glucose Losung

(1 % 0,016 mM [6-*H]UDPG und 99 % 101 mM UDPG)
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Um die optimalen Reaktionsbedingungen zu bestimmen, wurde in den Assays
der pH-Wert, die Inkubationstemperatur und die Inkubationszeit variiert. Zur
Bestimmung der kinetischen Parameter wurde bei gleicher UDP-D-Glucose
Konzentration die Konzentration an Akzeptor-Molekul verandert und umgekehrt.
Die Auswertung der erhaltenen Sattigungskurven erfolgte mit dem Regression

Wizard der Software SigmaPlot.

4.3.5 Experimente zur Funktionalitéat in planta

4.3.5.1 Injektion von Substratldsungen

Um zu demonstrieren, dass auch nicht in der Erdbeerfrucht vorkommende Sub-
strate in planta glucosyliert werden, wurden verschiedene Substratldsungen in
reife Erdbeerfrichte injiziert. Dazu wurden 10 mM Losungen von 3-Hydroxy-
cumarin, 2-Naphthol (beide in 10 % Ethanol) und 3-Hydroxyflavon (in wassriger
alkalischer Losung) hergestellt. Ein Tag nach Injektion mit einer Sterican-Nadel
(Gr. 20; 0,4 x 20 mm; Braun, Melsungen) erfolgte die Ernte der Erdbeeren, die
wie unter 4.3.5.6 beschrieben aufgearbeitet und mit LC-ESI-MS analysiert wur-
den. Als Kontrolle erfolgte die Injektion des Losungsmittels ohne das entspre-

chende Substrat. Die Kontrollen wurden analog aufgearbeitet und analysiert.

4.3.5.2 Konstruktion von pBl-FaGT7i

Um die Genexpression der FaGT1 herabzuregulieren, wurde ein intron-hairpin
(ihp)-Konstrukt entworfen, dass einen Teil der FaGT71-Sequenz in sense und
antisense Richtung enthielt und durch ein Intron der Chinon-Oxidoreduktase
(FaQR) aus Erdbeeren getrennt ist (Hoffmann et al., 2006; Raab et al., 2006).
Dazu wurde =zunachst mit der Phusion Polymerase und den Primern
FaGT1_EcoRIl_F und FaGT1_Xhol R ein PCR-Produkt mit glatten Enden er-
zeugt (4.3.1.2). Durch anschlielienden Restriktionsverdau mit Spel (4.3.1.5)
wurde ein Fragment von etwa 500 bp erzeugt, das sowohl in sense als auch in
antisense Richtung in den Vektor pBI121 ligiert wurde, der bereits ein Intron aus
Erdbeeren enthielt (Vancanneyt et al., 1990; Hoffmann et al., 2006). Der Vektor
wurde zunachst mit Xbal linearisiert und die Restriktionsschnittstelle wurde auf-
gefillt (4.3.1.5). Nach einem zweiten Restriktionsverdau mit Nhel wurde das
Fragment in sense Richtung ligiert (4.3.1.6). Der richtige Einbau des DNA-
Fragments wurde in einer Kolonie-PCR (4.3.1.9) mit den Primern
FaGT1_EcoRI_F und T7 Uberprift. AnschlieRend wurde das erhaltene Plasmid
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mit Ec/136ll und Spel geschnitten (4.3.1.5) und das DNA-Fragment wurde in
antisense Richtung ligiert (4.3.1.6). Die Kontrolle der Ligation und Transforma-
tion erfolgte wiederum durch Kolonie-PCR mit den Primern Fa_Intron_F und T7
(4.3.1.9). Das entstandene Konstrukt wurde pBl-FaGT1i genannt.

4.3.5.3 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Das Konstrukt pBI-FaGT1i wurde durch Agrobacterium tumefaciens AGLO
Zellen in Erdbeerfrichte eingebracht. Dazu wurden zunachst nach einem Pro-
tokoll von Weigel und Glazebrook (2002) kompetente A. tumefaciens Zellen
hergestellt. Ein ml einer Ubernachtkultur wurde in 200 ml LB-Medium verdinnt
und bei 28 °C bis zu einer ODgoo von 0,5-0,8 geschittelt. Die Zellen wurden bei
4 000 g fur 10 Minuten pelletiert und mit sterilem TE-Puffer gewaschen. An-
schliefend wurden die Zellen in 0,1 Volumina LB-Medium resuspendiert, ali-
quotiert und in flussigem Stickstoff schockgefroren.

Die Transformation von pBl-FaGT1i erfolgte ebenfalls nach einer Methode von
Weigel und Glazebrook (2002). Kompetente A. tumefaciens Zellen (250 pl)
wurden auf Eis aufgetaut und mit 20 ul einer Plasmid-Praparation aus E. coli
versetzt. Die Mischung wurde 5 Minuten auf Eis inkubiert und anschliel3end
5 Minuten in flissigem Stickstoff schockgefroren. Daraufhin wurde der Ansatz
fir 5 Minuten in einem Wasserbad bei 37 °C wieder aufgetaut. Nach Zugabe
von 1 ml LB-Medium wurde die Mischung fur 4 Stunden bei Raumtemperatur
geschuttelt. Das Medium wurde durch kurzes Zentrifugieren wieder entfernt und
die Zellen wurden auf LB-Agar-Platten mit den entsprechenden Antibiotika aus-
plattiert. Die nach etwa zwei Tagen erhaltenen Kolonien wurden mit Kolonie-
PCR (4.3.1.9) und den Primern FaGT1_EcoRI_F und Fa_Intron_R Uberpruft.
Von positiven Kolonien wurden Glycerinkulturen (4.3.1.11) flr die Langzeitlage-

rung und Flussigkulturen fir die Transfektion angelegt.

4.3.5.4 Transfektion der Erdbeeren mit Agrobacterium tumefaciens

Die A. tumefaciens Flussigkultur wurde drei Tage bei 28 °C bis zu einer ODggo
von etwa 0,8 geschuttelt. Etwa 50 ml Kultur wurden 10 min bei 4 000 g zentrifu-
giert und mit 10 ml MMA-Medium gewaschen (Spolaore et al., 2001; Hoffmann
et al., 2006). Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Zellen in 2,5 ml MMA-
Medium resuspendiert und fur die Transfektion verwendet. Etwa 14 Tage nach

der Bestaubung sind die resuspendierten Zellen in mittelgroRe grine Frichte
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mit einer 1 ml Spritze und einer Sterican-Nadel (Gr. 20; 0,4 x 20 mm; Braun)
gleichmalig injiziert worden. Reife Frichte mit dunklen Achanen wurden etwa

14 Tage nach der Injektion geerntet und bei -80 °C gelagert.

4.3.5.5 Genexpressionsanalyse der transfizierten Frichte
Die transfizierten Frichte wurden einzeln gefriergetrocknet und mit Mérser und
Pistill zerrieben. Aus etwa 50 mg lyophilisiertem Pulver wurde mit der unter
4.3.1.1 beschriebenen Methode RNA isoliert. Mogliche DNA-Kontaminationen
wurden durch Inkubation mit DNase | entfernt (30 Min., 37 °C).

3 g RNA

3 ul 10x Puffer (Fermentas)

3 yl DNase | (Fermentas)

Wasser (Gesamtvolumen 30 pl)

Anschliefend wurde die DNase durch Extraktion mit Phenol/Chloroform (1:1)
entfernt, die RNA mit Natriumacetat gefallt und in 20 ul Wasser gelost. Die re-
verse Transkription erfolgte mit dem iScript cDNA Synthesis Kit (4.3.3.2).

Zur Quantifizierung wurden analog zu 4.3.3.3 die Primer FaGT1_gPCR_F und
FaGT1_gPCR_R konstruiert (4.1.6). Als Referenzgen ist eine Sequenz fur ein
DNA Binding Protein (DBP) verwendet worden (Schaart et al., 2002). Die PCR-

Reaktion wurde wie folgt pipettiert.

6,0 ul 10x Thermopol-Puffer (New England Biolabs)
1,2 pl dNTPs (10 mM)

2,4 ul Vorwarts-Primer (10 pmol/ul)

2,4 ul Ruckwarts-Primer (10 pmol/pl)

5,0 ul cDNA

0,6 ul Taq Polymerase (New England Biolabs)

42,4 pl Wasser

Da fur die Genexpressionsanalyse der transfizierten Frichte kein Thermocycler
mit Fluoreszenz-Detektion zur Verfigung stand, wurden nach 25, 30, 35 und 40
Zyklen jeweils 10 pl der PCR-Reaktion entnommen und auf ein Agarose-Gel
aufgetragen (4.3.1.3). Folgendes Temperaturprogramm wurde fir die semi-

quantitative RT-PCR verwendet.
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2 Min. bei 94 °C

15 Sek. bei 94 °C

40x 30 Sek. bei 58 °C
30 Sek. bei 72 °C

4.3.5.6 Metabolitenanalyse der transfizierten Frichte

50 mg des lyophilisierten Pulvers wurden mit 250 pyl Methanol versetzt, das
0,2 mg/ml 4-Methylumbelliferyl-B-glucuronid als internen Standard enthielt. Die
Extraktion erfolgte durch 1-minttiges Vortexen und 5 Minuten im Ultraschallbad.
AnschlieRend wurde bei 16 100 g fur 10 Minuten abzentrifugiert und 200 ul des
Uberstandes wurden vorsichtig entnommen. Das Ldsungsmittel wurde im
Speed-Vac entfernt und der Ruckstand in 35 pyl Wasser geldst. Um ungeldste
Bestandteile zu entfernen, wurde kurz zentrifugiert (16 100 g, 5 Min.) und der
klare Uberstand wurde direkt fur die Analytik per LC-ESI-MS eingesetzt. Die
Identifizierung der Verbindungen erfolgte durch den Vergleich der Retentions-
zeiten, Molekiilionen und MS2-Spektren mit Referenzsubstanzen und Literatur-
daten. Die lonenspuren [M]", [M+H]", [M-H] wurden mit der Software
QuantAnalysis 1.5 (Bruker Daltonics) integriert und auf den internen Standard
bezogen. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Box-Whisker-Plots mit Hilfe
der Software SigmaPlot. Signifikanztests wurden mit dem Wilcoxon-Mann-
Whitney-U-Test durchgefuhrt (Hart, 2001), der mit der Software R berechnet

wurde.
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Intron des FaGT1-Gens (nach bp 493 des offenen Leserahmens)

GTACGTGTTACATAATGTTTTGATTCATCACTATCATATTGAAATGCTTCATT
TAGTTTTATCATGTGTATCCGAACAAAGCAGACATATAACATATAAAGCTCC
ACATATAAAAGCAGATGGTTTTTTTACTAGCTACCTAACTTGTTGGTCCAAA
TAAATACAG

Intron des FaGT5-Gens (nach bp 603 des offenen Leserahmens)

GTAATGTTTGAATATCTCTTTCAAGCTATTATTGTTAATATTGCAAGAAGTAA
TGTCCTTCATTCCAATAATATTAGTGGAAATTAAGCTATAAACTTTTGCCTAT
CTGTTCATGAAAGCTATATATGTTTTGTTCTGACATATCATTTGGTGATATAT
TTCAG
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