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A Einleitung

Die leuchtenden Farben von Bliten, Frichten und Blé&ttern haben die Aufmerksamkeit von
Wissenschaftlern aus den verschiedensten Bereichen erlangt. Sowohl Genetiker, as auch
Chemiker und Biochemiker und seit kurzem auch Molekularbiologen beschéftigen sich mit der
Entstehung und den nattrlichen Funktionen der Pflanzenfarben. Die Férbung verschiedener
Pflanzenteile besitzt aber auch einen nicht zu unterschézenden &sthetischen Wert fur den
Menschen. Sie ist ein wichtiges Element bel der Auswahl von verschiedenen
Zierpflanzenarten, aus dem auf dem Markt angebotenen, stdndig wachsenden Sortiment. Bel
den meisten wirtschaftlich wichtigen Zierpflanzen ist das Farbspektrum jedoch nur auf einige
wenige verschiedene Typen begrenzt oder es fehlen besondere Farbtone wie z.B. blau oder
gelb bei Pelargonien bzw. Cyclamen. Daraus |&% sich ein wichtiges Ziel der gartenbaulichen
Pflanzenziichtung ableiten : Die Entwicklung von neuen Farbtypen bei verschiedenen

blGihenden Zierpflanzen aber auch bel Blattpflanzen.

Neben der Einfihrung von unterschiedlichen, dekorativen Pflanzenarten, der Selektion und
Erhaltung von Farbmutanten, wurden in der Vergangenheit mit Hilfe von klassischen
Zichtungsmethoden eine Reihe von verschiedenen Farben bel vielen wirtschaftlich wichtigen
Zierpflanzen etabliert. Jedoch schrankt der Genpool der einzelnen Arten die Moglichkeiten
solcher Ansdtze natlrlicherweise ein. Aus diesem Grund gibt es bis heute nur wenige
Pflanzenarten, die das gesamte Farbspektrum besitzen. Auflerdem kann durch klassische
Zichtungsmethoden keine prézise Verénderung erzielt werden, da andere Faktoren, die
sowohl den &sthetischen Wert einer Blite (z.B. Form, Duft und Farbe) a's auch physiologische
und morphologische Eigenschaften (z.B. Blitezeit, Wuchs u.a.) betreffen konnen, ebenfalls
beeinflusst werden. Eine Verdnderung eines dieser Faktoren durch Kreuzung kann in der
Regel nur auf Kosten von dhnlichen, anderen wichtigen Merkmalen erzielt werden. Zudem
fuhrt dieser Weg nur mit einem sehr hohen zeitlichen und finanziellen Aufwand zum Ziel. Aus

diesen Griinden muf3 ein effektiverer Weg zu neuen Sorten gesucht und genutzt werden.

Die gezidte Einfihrung neuer Blitenfarben und Formen mittels ,, genetic engineering” ist eine
erfolgversprechende Mdglichkeit, klassische Zichtungsmethoden zu unterstiitzen und neue
Produkte fur einen Markt zu entwickeln, der einen hohen Produkt-Turnover besitzt und wo

Neuheit ein wichtiger Marktfaktor und &uf¥erst schnell verganglich ist. In vielen Bliten und

- Seite 1 -



Pflanzenteilen, wie Bléttern und Friichten, sind die weitverbreiteten und sehr gut untersuchten
Flavonoide, besonders die farbigen Anthocyane, aber auch weitere Flavonoidklassen, wie
Chalkone, Aurone, Flavone und Flavonole, fir die Farbgebung verantwortlich. Dagegen
werden Verbindungen aus den Klassen der Favanone, Dihydroflavonole und

L eucoanthocyanidin nur selten, z.B. in Mutanten, akkumuliert.

Die einfachste Veranderung der Blltenfarbe ist direkt abhangig von dem Vorkommen, der
Intensitét oder der Konzentration der Anthocyane. Andere Faktoren, wie z.B. der pH-Wert
der Vakuole oder die Flavonoidzusammensetzung im Ganzen, konnen die Blitenfarbe
zusdtzlich beeinflussen. So korreliert eine blaue Blitenfarbe in der Regel mit dem
Vorhandensein von bestimmten Anthocyan Derivaten. Einige wichtige und bekannte
Zierpflanzenarten, besonders innerhalb der Familie der Asteraceae, produzieren diese
Pigmentgruppe jedoch nicht und es fehlen daher blaue Farben. Dies kann durch die Einfiihrung
eines entsprechenden Gens, das fur das fehlende Protein kodiert, mit biotechnologischen
Methoden erreicht werden und wird derzeit bei Rosa, Dianthus und Dendranthema
vorbereitet bzw. durchgefihrt (ELomaa und Horton, 1994). Die Entwicklung von
blaubliihenden Sorten bei diesen und weiteren wichtigen Schnittblumenarten, wie Lilium,
Tulipa und Gerbera, wiirde einen wesentlichen Marktvorteil auf dem Schnittblumenmarkt mit
sch bringen. Ahnliches gilt auch fur entsprechende Neuentwicklungen auf dem
Topfpflanzenmarkt, wie z.B. blaue Pelargonium oder Cyclamen, bei denen darliber hinaus
auch gelbe Blitenfarben fehlen. Dies haben sowohl Zuchtbetriebe as auch Biotechnologie
Firmen bzw. Forschungseinrichtungen erkannt und ihre Aufmerksamkeit auf diesen Bereich
ausgerichtet. Basierend auf den umfangreichen Informationen zur Genetik, Biochemie und
Molekularbiologie der Flavonoidbiosynthese ist die Aussicht auf eine erfolgreiche Anwendung

der bekannten Technologien in diesem Bereich sehr Erfolg versprechend (ForcMANN, 1993).

Die bereits erwédhnten Flavonoide besitzen sowohl fur die Pflanze as auch fir den Menschen
verschiedene wichtige Funktionen bzw. Eigenschaften. So wurde z.B. gezeigt, dass bestimmte
Flavonole, eine verbreitete Flavonoidklasse, fir das Pollenschlauchwachstum einiger Pflanzen
erforderlich sind. Wird die Akkumulation der Flavonole durch eine Blockierung des
Biosynthesaweges unterdriickt, erhdlt man sterile Pollen (TAvLor and JorGENSEN, 1992).
Zudem ist die Flavonoidzusammensetzung in einzelnen Pflanzenteilen zusammen mit anderen

Merkmaen, wie z.B. dem Duft, wichtig fir die Erkennung as Wirtspflanze durch
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verschiedene Tiere, aber auch entscheidend fir den Menschen, der Pflanzen als Dekoration
oder zur Erndhrung verwendet (HArRsorRNE Und GRAYER, 1994). Die Expression und die daraus
resultierende Flavonoidakkumulation kann sowohl durch biotische als auch durch abiotische
Signale wéhrend der Interaktion der Pflanze mit ihrer Umwelt induziert werden. So fiihrt z.B.
eine UV-Bestrahlung zu einer Akkumulation von Flavonolen und Flavonen. Dies wird durch
die Induktion der Transkription verschiedener Flavonoidbiosynthese-Gene wie z.B. PAL,
CHS, CHI und DFR (Abb. 2), ereicht und ist vermutlich as prophylaktischer
Schutzmechanismus der Pflanzen gegentiber Pathogenen und UV-Licht zu deuten (Kueasek et
a., 1992). Andere Stressfaktoren wie Verwundung, extreme Temperaturschwankungen und
Wasserstress kénnen die Flavonoidakkumulation und/oder Genexpression in verschiedenen

Pflanzenarten bzw. -geweben ebenfallsinduzieren (HrazpINA, 1982).

Al Pflanzenpigmente

Drei unterschiedliche Typen von Pigmenten haben sich wéhrend der Evolution entwickelt und
snd fur die Farbauspragungen in verschiedenen Pflanzenteilen verantwortlich : Betalaine,
Carotinoide und Flavonoide. Betalaine sind stickstoffhaltige Pigmente, die in der Vakuole
lokalisiert sind. Das Vorkommen dieser Pigmentgruppe ist nur auf Pflanzen einiger Familien
der Ordnung Caryophyllales (Centrospermae) begrenzt, z.B. Cactaceae, Nyctaginaceae
(Bougainvillea; Mirabillis) und Mesembryantheaceae. Dartiber hinaus wurden sie auch in
einigen Pilzen, zB. Amanita muscaria (Fliegenpilz), gefunden. Betalaine kommen nie
zusammen mit Anthocyanen, wohl aber mit anderen, farblosen Flavonoiden in diesen Pflanzen
vor. Sie kdnnen gelbe, orange, rote und violette Farben hervorrufen (siehe CLEMENT et al.,
1994 und Referenzen darin). Bel den Carotinoiden handelt es sich um hydrophobe,
lipidiésliche Pigmente, deren Struktur auf einer 40-Kohlenstoffkette basiert, die aus dem
allgemeinen Isoprenoid Stoffwechsel hervorgeht. Nahezu 600 natirlich vorkommende
Carotinoide sind bislang isoliert und identifiziert worden (Pranper, 1997). Die Hauptfunktion
der Carotinoide ist der Schutz des photosynthetisch aktiven Gewebes vor Photooxidation. Sie
konnen aber auch in Bliten (z.B. Rosa, Narcissus, Tulipa, Gerbera und Lilium) und Friichten
fir orange oder gelbe Farben verantwortlich sein. In Bliten werden die Carctinoide in
Chromoplasten synthetisiert und gelagert. Chromoplasten sind speziaisierte Plastiden, die sich

von den Chloroplasten und anderen nicht-photosynthetisch aktiven Plastiden unterscheiden
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(sehe BartLEYy und Scounik, 1995 und Referenzen darin). In vielen wichtigen
Zierpflanzenarten kommen sie zusammen mit den wasserlésichen Favonoiden, den
wichtigsten und am weitesten verbreiteten Bliten- bzw. Pflanzenpigmenten, vor. In dieser
Kombination kénnen orange, gelbe, rote und bronze Blitenfarben entstehen. Flavonoide, die
wie die Betalaine in den Vakuolen vorliegen, wurden bisang in verschiedenen Geweben, wie
Bliten, Bléttern oder Wurzeln nachgewiesen (WoLLENWEBER, 1994) und gehdren zu einer der
am besten charakterisierten Gruppe von Verbindungen aus dem Sekundérstoffwechsel der
Pflanze. Sie wurden, basierend auf dem Grad der Oxidierung des C-Ringes, in verschiedene
Unterklassen eingeordnet, die sowohl unterschiedliche physikalisch-chemische Eigenschaften
als auch verschiedene biologische Bedeutungen bzw. Funktionen, wie z.B. as Pigmente,
Signalsubstanzen oder Phytoaexine, besitzen. Die einzelnen Aglyka innerhalb der jeweiligen
Unterklassen werden durch das Ausmal’ der Hydroxylierung oder anderer Substitutionen, wie
Glykosylierungen, Acylierungen, Methylierungen und Sulphatierungen, des A- bzw. B-Ringes
definiert (Sehe Abb. 1; Davies und Scrhwinn, 1997). Uber 4000 verschiedene Flavonoide, die
diesen unterschiedlichen Unterklassen zugeordnet wurden, sind bisher identifiziert worden.
Neben algemein verbreiteten Verbindungen sind auch vidle, eher selten vorkommende
Flavonoide, beschrieben worden (siehe verschiedene Kap. in HARBORNE, 1994; FOrRkMANN und
HELLER, 1999).

Diese grofie Pigmentgruppe lasst sich hinsichtlich der Blitenfarbe grob in die farbgebenden
Anthocyane und die in der Rege farblosen Ubrigen Flavonoide, wie z.B. Flavone und
Flavonole, unterteilen. Unterschiedliche Anthocyane konnen dabel verschiedene Farbttne
produzieren. Die drei Grundanthocyane, Derivative des Pelargonidins (Pg), Cyanidins (Cy)

und Delphinidins (Dp), decken mit orange, pink, rot, violett, blau bis blau-schwarz einen sehr

Abb. 1. Grundgerist der Flavonoide : Aromatische Ringe A bzw. B und Heterozyklus C
(Pyranring).
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groRen Farbbereich ab. Die Auspréagung der Blitenfarbe durch Anthocyane wird dabel
wesentlich vom Sauerstoffgehalt der molekularen Umgebung der Pigmente sowie vom
pH-Wert der Vakuole, der Pigmentmenge, der Komplexierung mit Metalen und dem
Glykosylierungs- bzw. Acylierungsmuster beeinflusst (ForkmMANN, 1991; DAvies und SCHWINN,
1997). Ein weiterer wichtiger Faktor fur die Entstehung von verschiedenen Blitenfarben ist
die Kopigmentierung der Anthocyane mit den erwahnten farblosen Flavonoiden oder auch

Tanninen (ScotT-MonNcRrierr, 1936).

Al.l Flavonoidbiosyntheseweg

Uber Jahre hinweg wurden Untersuchungen zur Genetik und Biochemie der einzelnen
enzymatischen Schritte der Flavonoidbiosynthese intensiv vorangetrieben und in den letzten
Jahren durch die Arbeiten auf der molekularbiologischen Ebene ergénzt. Die in die
Biosynthese der Flavonoide verwickelten Enzyme konnten in verschiedenen Pflanzenarten
nachgewiesen und charakterisiert werden. AulRerdem sind viele entsprechende genetische Loci
bekannt (ForkmanN, 1991). Genomische und/oder cODNA Klone sind fir beinahe ale Schritte
der Flavonoidbiosynthese, einschliefdich verschiedener modifizierender Schritte, und diverser
Regulatorgene kloniert und auf molekularer Ebene charakterisert worden. Aus dem
Hauptweg fehlen bislang lediglich die Flavonsynthase | bzw. Il (FNS I; FNS 1) (Davies und
ScHwinN, 1997). Ein ausfihrlicher Review wurde kirzlich verdffentlicht (ForkmAnN und
HELLER, 1999).

Die Grundstruktur der Flavonoide besteht aus zwei aromatischen Ringen (A und B) sowie
einem zentralen Heterozyklus (C), einem Pyranring. Sie bilden ein C;s-Gertist (Abb. 1). In
Pflanzen werden sie ausgehend vom L-Phenylaanin tber den Phenylpropanpoid-Weg gebildet.
Durch die enzymatischen Reaktionen der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL; E.C. 4.3.1.5;
Schritt 1 in Abb. 2), der Zimtsdure 4-Hydroxylase (C4H; E.C. 1.14.13.11; 2) und der
4-Cumarsaure : CoA Ligase (4CL; E.C. 6.2.1.12; 3) wird 4-Cumaroyl-CoA gebildet, aus dem
durch Kondensation mit 3 Molekilen Malonyl-CoA Tetrahydroxychalkon entsteht
(HAHLBROCK und ScHEeeL, 1989). Diese Reaktion, bei der auch andere Hydroxyzimtsaure-CoA
Ester (z.B. Kaffeoyl-CoA) mit Malonyl-CoA kondensieren konnen, wird vom Enzym
Chalkonsynthase (CHS; E.C. 23.1.74; 4), einem wichtigen Schlisselenzym der

Flavonoidbiosynthese, katalysiert (Abb. 2). Eine Isomerisierung, die unter Umstdnden auch
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Abb. 2. Darstelung des allgemeinen Flavonoidbiosyntheseweges mit Strukturformeln der
wichtigsten Flavonoidunterklassen.

Die einzelnen Enzyme, die die verschiedenen Schritte katalysieren, sind im Text néher erklart.
Folgende zusétzlichen Abkirzungen wurden verwendet : Coum3H : 4-Cumarsdure 3-Hydroxylase;
CoumCoA3H : 4-Cumaroyl-CoA 3-Hydroxylase.
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spontan ablaufen kann, aber in der Regel von der Chalkonisomerase (CHI; E.C. 5.5.1.6; 5)
katalysiert wird, fuhrt zum Naringenin (NAR) oder abhangig von der Hydroxylierung der
eingebauten Zimtsdure zu anderen Flavanonen. Diese Flavonoidgruppe fungiert als Substrat
fur drel verschiedene Enzyme. Die Flavanon 3-Hydroxylase (FHT; E.C. 1.14.11.9; 6)
Uberfuhrt die Flavanone in die entsprechenden Dihydroflavonole, aus denen im weiteren
Verlauf der Anthocyanbiosynthese durch die Wirkung der Dihydroflavonol 4-Reduktase
(DFR; E.C. 1.1.1.219; 7), der Anthocyanidinsynthase (ANS; 8) und der UDP-Glucose :
Flavonoid 3-O-Glucosyltransferase (UFGT; E.C. 2.4.1.91; 9) sowie der hydroxylierenden
Flavonoid 3 bzw. 3,5-Hydroxylase (F3H und F3',5H; 10 + 11) die verschiedenen
Anthocyan 3-O-Glucoside hervorgehen. Die Glykosylierung der Anthocyanidine ist wichtig fur
die Stabiliserung der Molekile und erhoht zusdtzlich deren WasserlGdichkeit. Die zwel
erwahnten Flavonoid Hydroxylasen (E.C. 1.14.13.21; 10 + 11) kdnnen sowohl Flavanone als
auch Dihydroflavonole als Substrate verwenden und in einigen Fallen konnte auch eine
entsprechende Hydroxylierung von Flavonen, Flavonolen und Leucoanthocyanidinen gezeigt
werden. Das Hydroxylierungsmuster des B-Ringes spielt dabei eine Schltisselrolle in Bezug
auf die Farbausprdgung des gebildeten Anthocyans (Starrorp, 1990). Auf einem Seitenweg
katalysieren die FNS | oder die FNS Il (12) die Bildung der Flavone. Auf diese
Flavonoidklasse soll in einem spéteren Kapitel néher eingegangen werden. Die enzymatische
Resktion der Flavonolsynthase (FLS; 13) fuhrt auf Dihydroflavonolebene zum gleichen
Ergebniswie die der FNS | bzw. 11, ndmlich zur Einflhrung einer Doppel bindung zwischen C2
und C3. Die so entstandenen Flavonole bilden zusammen mit den Flavonen eine wichtige

Klasse von Kopigmenten und sind funktionell sehr vielfétig (ForkmanN und HELLER, 1999).

A1.2 Flavonoidbiosynthesein Gerbera Hybriden

Nur wenige Arbeiten haben sich in der Vergangenheit mit der Aufkldrung der
Pigmentzusammensetzung bzw. der Flavonoidbiosynthese in Gerbera Hybriden beschéftigt
(Asen, 1984; TvracH, 1995; TyracH und Horn, 1997). In diesen Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass die Blitenfarben bei Gerbera in erster Linie auf das Vorkommen
von Anthocyanen zurlickzufiihren sind. Dartiber hinaus enthalten die Bliten aber auch
unterschiedliche Mengen der gelben Carotinoide bzw. verschiedene Glykoside verbreiteter

farbloser Flavonoide. Anthocyane bzw. die Gbrigen Flavonoide, die al's Kopigmente fungieren,
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konnen sowohl einfach in der 4'-Position aber auch in der 3'-Position des B-Ringes oder in
beiden hydroxyliert sein (sehe Abb. 1 und 2). Als Grundgeriste konnten die Anthocyanidine
Pelargonidin (Pg) und Cyanidin (Cy) bzw. die Flavone, Apigenin (Ap) und Luteolin (Lu) und
die Flavonole Kaempferol (Km) und Quercetin (Qu) nachgewiesen werden. Ein aufgrund
chemogenetischer Untersuchungen postulierter Biosyntheseweg (TyracH, 1995; TyracH und
Horn, 1997) konnte enzymatisch weitgehend bestétigt werden (Abb. 3). Dabel wurden die
sechs wichtigsten enzymatischen Schritte in sieben chemogenetisch definierten Linien bzw.
Sorten mit unterschiedlicher Flavonoid-Zusammensetzung nachgewiesen und teilweise

charakterisiert (MARTENS, 1995; MARTENS und FORKMANN, 1996).

Verschiedene Gene, die definierte Schritte in der Flavonoidbiosynthese in unterschiedlichen
Pflanzen kontrollieren, sind bislang beschrieben worden (Forkmann, 1991; MarTIN und
GErATS, 19933, b; ForkMANN und HELLER, 1999). Analytische Arbeiten bel Gerbera Hybriden
ergaben, dass Blocks zweier unterschiedlicher Schritte zu farblosen Bliten fihren. Das Gen
Fht betrifft dabei die FHT und das Gen Dfr die DFR. Beide Enzymaktivitéten konnten
nachgewiesen und charakterisert werden. Die FHT, eine 2-oxoglutarat-abhangige
Dioxygenase, konnte sowohl in Linien mit dominantem Allel fht" und Uberraschenderweise
auch in Linien mit rezessven Allden (fht fht) nachgewiesen werden. Mikroskopische
Untersuchungen von Epidermisabziigen, die mit Naturstoffreagenz A behandelt wurden,
zeigten bei einer Wellenlénge von 480 nm eine leuchtend gelbe Fluoreszenz der Schlief3zellen.
Dies deutet auf die Anwesenheit von Flavonolglykosiden hin und veranlasst zu der Hypothese,
dass die FHT Aktivitét in Genotypen mit rezessiven Allelen ausschliefdich in diesem Gewebe
lokalisiert ist. Bezuglich der DFR und einem weiteren Enzym, der F3'H, konnte eine
eindeutige Kontrolle durch das Gen Dfr bzw. F3' h nachgewiesen werden. Die enzymatische
Bildung von Leucoanthocyanidinen konnte nur mit Enzymextrakt aus Linien mit dominantem
Alld dfr*, nicht aber aus rezessiven Linien (dfr dfr) nachgewiesen werden. Analog konnte die
F3'H Aktivitét nur in Rohextrakten und Mikrosomen von Linien mit domiantem Allel f3'h*
gezeigt werden (MarTens, 1995; MarTeEns und Forkmann, 1996). Die chemogenetischen
Studien ergaben auch deutliche Hinweise darauf, dass die Bildung von Flavonen durch ein
Gen, das Fns benannt wurde, kontrolliert wird (TyracH und Horn, 1997). In Genotypen mit
dominantem Alld (fns) waren Flavone vorhanden, wohingegen in Bliten mit rezessiven

Allden (fns fns) keine Flavone nachgewiesen werden konnten. Vorversuche im Rahmen einer
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Diplomarbeit zeigten, dass in Linien mit dominantem fns" Allel die Aktivité der FNS II
vorhanden ist (MARTENS, 1995).

Gene, die fuir FNS | oder FNS Il kodieren, sind bislang noch nicht kloniert worden. In
Antirrhinum majus wurde der Locus daphne beschrieben, die FNS Il zu kodieren. Rezessive
Loci fur daphne sind ebenfalls bekannt (Luo et al., 1991). In Gerbera Hybriden korreliert der
Locus Fns mit dem Flavongehalt in den Bliten. Eine genetische Kontrolle der Enzymaktivitét

mit diesem Gen wurde jedoch bislang noch nicht beschrieben.

Ap Km
4-Cumaroyl -CoA
Gen Fns—»IFNSII T FLS
CHS CHI FHT DFR ANS
THC —> NAR —> DHK T» LPg —> Pg
Gen Fht Gen Dfr
i
: CHS CHI FHT DFR ANS
brommmmo e » PHC - > ERI —> DHQ —> LCy —> C(Cy
|
| l FNSII l FLS
Kaffeoyl-CoA
Lu Qu

Abb. 3. Flavonoidbiosyntheseweg in Bliten von Gerbera Hybriden.
Gestrichelt : Moglicher Nebenweg.

Al1.3 Flavonbiosynthese

Ausgehend von den oben beschriebenen Ergebnissen sind weitere  Untersuchungen
erforderlich, um die Flavonbiosynthese in Gerbera Bliten aufzukléren. Wie bereits erwahnt,
werden die Flavone auf einem Seitenweg durch die FNS | oder die FNS |1 gebildet. Dabel
handelt es sich um einen der seltenen Félle, in denen das gleiche Produkt von zwei
unterschiedlichen enzymatischen Reaktionssystemen gebildet werden kann. Diese Tatsache
kann besonders bei der Betrachtung der Evolution der Flavonoidbiosynthese in Pflanzen von
grof3er Bedeutung sein (BriTscH et a., 1981). Das |6diche flavon-bildende Enyzmsystem, FNS
I, wurde bisang nur in UV-bestrahlten Petersilie (Petroselinum hortense)
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Zellsuspensionskulturen nachgewiesen. Das Enyzm bendtigt molekularen Sauerstoff sowie
2-Oxoglutarat, Fe**-lonen und Ascorbat als Kofaktoren und wurde daher in die Klasse der
2-Oxoglutarat-abhéngigen Dioxygenasen (EC 1.14.11) eingeordnet (BriTscH et al., 1981). Im
Gegensatz dazu werden Flavone in den meisten anderen flavonhaltigen Pflanzenarten und in
osmotisch gestressten Sojabohnen Zellen (Glycine max) von einem NADPH-abhéngigen
Enzymsystem gebildet (Stotz und ForkMANN, 1981; Stotz et al., 1984; ForkMANN und StoTz,
1984; SricH und ForkmANN, 1987; KocHs und GriseBacH, 1987), das in der mikrosomalen
Fraktion lokalisiert ist und as FNS Il bezeichnet wurde. Die Aktivité des Enzyms konnte
durch spezifische Cytochrom P450 (Cyt P450) Hemmstoffe, wie z.B. Tetcyclacis,
Ketokonazol und Ancymidol beeinflul® werden. Aufgrund diesser und anderer
charakteristischer Eigenschaften wurde die FNS Il in die Klasse der Cyt P450-abhangigen

M onooxygenasen eingeordnet.

Die Flavonsynthasen verwenden verschiedene Flavanone, wie z.B. NAR oder Eriodictyol
(ERI) as Substrat, um die entsprechenden Flavone Ap und Lu zu synthetisieren. Dabei wird,
wie in Abb. 2 dargestellt, zwischen der C2- und der C3-Position eine Doppelbindung
eingeflgt. Die so gebildeten Flavone kdnnen in der Pflanze in glykolysierter oder auch methy-

lierter, acylierter und prenylierter Form (vgl. Anthocyane) vorliegen.

Al.4 Verschiedene Bedeutungen von Flavonen

Flavone gehdren einer weit verbreiteten Klasse der Flavonoide an, die eine Vielzahl von
Funktionen in lebenden Organismen Ubernehmen. In den meisten Fallen liegen sie als Glykosid
vor. Eine wichtige Funktion, besonders aus Sicht des Zierpflanzenzichters, ist die
Kopigmentierung von Anthocyanen durch Flavone. Wie bereits einleitend erwahnt, resultiert
das Vorkommen von bestimmten Anthocyan Derivaten, Delphinidin (Dp), alein nicht
zwangdaufig in blauer BllUtenfarbe. In Tulipa, Impatiens, Cyclamen, Eustoma und
Pelargonium wurden verschiedene Dp-Derivate nachgewiesen, aber diese Arten besitzen keine
wirklich blauen Bliten. Chemische Unterschungen zeigten, das neben Dp noch andere
Faktoren fur die Entstehung von blauen Bliten wichtig sind. Dazu zdhlen der pH-Wert der
Vakuole, Selbst-Assoziierung, intra- und intermolekulare Kopigmentierung und die

Assoziierung mit Metallionen (Goto und Konpo, 1991; BrouiLLARD und DANGLES, 1994). Das
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Vorkommen von intermolekularer Kopigmentierung zwischen Anthocyanen und Flavonen, ist
schon frih beschrieben worden (Rosinson und Rosinson, 1931). So kénnen Anthocyane, die
mit Flavonen kopigmentiert sind, verschiedene Farben annehmen, die von der Konzentration
und der Grundstruktur des Anthocyans bzw. Flavons abhéngen, und zwischen purpurrot und
blau variieren kénnen. In blau blihenden Centaurea cyanus Sorten wurde z.B. ein Ap
4’ -O-Glucosid 7-O-Glucuronid as Kopigment des Pigmentkomplexes identifiziert (Asen und
HorowiTz, 1974). Asen et al. (1986) zeigten auch, dass die Substitution der tblichen Flavonol
Kopigmente in Eustoma mit Flavon C-Glykosiden die Farbe einer entsprechenden Lésung mit
Dp-Pigmenten von purpur zu blau verschob. Flavon C-glykoside sind auch in verschiedenen
anderen Pflanzenarten an der Entstehung der blauen Blitenfarbe beteiligt, wie z.B. in
Limonium (Asen et al., 1973), Iris (Asen et a., 1970), Centaurea und Commelina communis
(Goto und Konbo, 1991).

Andere Flavone, wie z.B. das Isoetin (5, 7, 2, 4, 5 -Pentahydroxyflavon; Abb. 4), sind as
gelbe Blitenpigmente oder im Laub unterschiedlicher Arten der Familie der Cichoriaeae
identifiziert worden. Gleichzeitig kommen in der Regel auch Ap, Lu oder Scutellarein
(6-Hydroxyapigenin) Derivate in diesen Pflanzen vor (HArRBoRNE, 1978). Ein wichtiger Faktor
bei der Entstehung von gelben Chromophoren aus allgemein farblosen Flavonen, ist eine
zusétzliche Hydroxylierung in der 6- oder 8-Position bzw., wie beim Isoetin, in der 2'-Position

des B-Ringes.

Abb. 4. Struktur des Flavons | soetin.

Neben ihrem Betrag zur Blitenfarbe besitzen Flavone, noch weitere biologische
Eigenschaften und Wirkungen. Sie wurden bel enigen Pflanzen as Fral3stimulanz fir
monophage und oligophage Insekten gefunden (HARBORNE und GRAYER, 1994). In den meisten
Félen zeigen die Glykoside dabel eine bel weitem hohere Wirkung als die entsprechenden

Aglyka, was vermutlich auf die bessere Lodichkeit der Glykoside zurtickzufiihren ist.
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AuRerdem konnen die Insekten zwischen verschiedenen Zuckerresten unterscheiden, wodurch
eine weitere Differenzierung der aktiven Komponenten gegeben ist. Auch die Grundstruktur
der Aglyka kann zu unterschiedlichen Wirkungen fuhren. Im Vergleich zu vielen anderen
sekundéren Pflanzeninhaltsstoffen haben die Flavonoide aber offensichtlich keine sehr toxische
Wirkung auf Insekten. Trotzdem gibt es einige Flavone, die schon bel geringen
Konzentrationen als Abschreckung fur Fraldinsekten fungieren oder das Wachstum der Tiere
erheblich hemmen konnen. Ein Einflul3 der Glykosylierungsart konnte hier nicht gezeigt
werden, wohl aber der Hydroxylierungs- bzw. Methoxylierungsart des Flavons (HARsorNE und
GRAYER, 1994).

Flavone stimulieren auch Schmetterlinge zur Eiablage auf bestimmten Pflanzen. Es wurde
gezeigt, dass die Tiere erst nach dem Erkennen des Stimulus ihre Eier ablegen. Zu solchen

stimulierenden Substanzen gehtren z.B. die Flavone Vicenin-2 und verschiedene Lu-Derivate.

Eine weitere wichtige biologische Eigenschaft der Flavone betrifft die Aktivierung der
Nodulationsgene in verschiedenen Rhizobium-Arten und steht damit im Kontrast zur Funktion
verschiedener Flavonoide als Abwehrstoffe. Rhizobien infizieren Leguminosen (z.B.
Medicago, Glycine, Glycyrrhiza, Lotus, Phaseolus, Pisum, Vicia) und tragen zur Bildung von
stickstofffixierenden Wurzelkndllchen bei. Die von der Wirtspflanze produzierten und
abgesonderten Flavone fungieren dabei als "Signalstoff”, wodurch die Bakterien den
Infektionsprozess einleiten. Dabei wird die Expression der bakteriellen Nodulationsgene (z.B.
nodABCDEF), die fur die Wirt-Symbiont-Signalkette erforderlich sind, induziert. Zu diesen
pflanzenspezifischen, aktiven Verbindungen gehdren verschiedene Flavone, wie z.B. Ap und
Lu. Dabel konnte gezeigt werden, dass mindestens in der 4'-Position und zur vollstandigen
Aktivitét auch an der 3’ -Position des B-Ringes eine Hydroxylierung erforderlich ist (vgl. Abb.
1). Dementsprechend zeigte Chrysin (5, 7-Dihydroxyflavon) keine induzierenden
Eigenschaften (PeTers et al., 1986; FirmiN et al., 1986; Repmonp et al., 1986).

Innerhalb der Pflanze beeinflussen verschiedene, natiirlich vorkommende Flavone, wie z.B. das
Ap, den Auxin-Transport in unterschiedlichen Pflanzengeweben und Transportsystemen.
Auxine beeinflussen als pflanzeneigene Wachstumsregulatoren die Zellstreckung, Zellteilung,
Apikaldominanz, Wurzel- und Sprossneubildung sowie die Parthenokarpie. Flavone mit
spezifischen strukturellen Eigenschaften verhaten sich dabel dhnlich wie synthetische
Transportinhibitoren (z.B. Naphthylphthalamin Sdure, NPA), binden an den entsprechenden

- Seite 12 -



Rezeptor und beeintréchtigen so den Auxin-Transport. Fir diese NPA-ahnliche Wirkung sind
Hydroxylierungen am A- und B-Ring von grol3er Bedeutung. Hydroxylgruppen am Pyranring
besitzen nur einen geringen Einflul? auf die Aktivité. Auch Verbindungen mit ungeséttigter
Bindung zwischen C2 und C3 oder eine fehlende Glykosylierung zeigt gegeniiber den
gesdttigten Formen bzw. den Glykosiden eine hohere Aktivitét. Aufgrund der weiten
Verbreitung der Flavone in Pflanzen, auch as frele Aglyka, und deren Wirkung schon in
mikromolaren Konzentrationen, sowie die Stimulation der Biosynthese durch verschiedene
Umweltfaktoren, wie Licht und Verwundung, legt die Vermutung nahe, dass sie als natlrliche

Regulatoren des Auxin-Transportes agieren konnen (Jacoss und Rusery, 1988).

In den letzten Jahren wurden auch die Eigenschaften von verschiedenen sekundéren
Pflanzenstoffen, wie den Flavonoiden, hinsichtlich moglicher protektiver Einflisse auf
chronische Erkrankungen, z.B. Krebs, HIV, Herzkranzgefdd Erkrankungen und
Arteriosklerose, intensiv untersucht. Dabel konnte nachgewiesen werden, dass neben den
Flavonolen und Anthocyanen, die in Nahrungspflanzen sehr weit verbreitet sind, auch die
Flavone, die unteranderem charakteristisch fir Doldengewéchse (Umbelliferae; z.B. Apium
spec., Daucus spec. und verschiedene Gewurzkréuter wie Koriander, Petersilie, Fenchel oder
Pimpernelle) sind, as bioaktive Substanzen eine nicht unbedeutende Rolle bel der
menschlichen und tierischen Erndhrung spielen. Die wesentliche Bedeutung liegt dabei in der
antioxidativen Aktivitét, die vor alem im Abfangen von freien Sauerstoffradikalen besteht.
Diese Fahigkeit beruht auf der Tatsache, dass Flavonoide durch die Abgabe von
Wasserstoffatomen aus den phenolischen OH-Gruppen radikalische, reaktive Sauerstoffspezies
abfangen kénnen. Als wesentliche strukturelle Voraussetzungen dieser Eigenschaft sind am
Flavonoidgrundgertst angeordnete orthostdndige Hydroxylgruppen des B-Ringes, die
Doppelbindung zwischen den C-Atomen 2 und 3 des C-Ringes (siehe Flavone und Flavonole;
Abb. 1 und 2) im Zusammenhang mit der Carbonylgruppe am C-Atom 4 und deren
Wechselwirkung mit den benachbarten Hydroxylgruppen in den Positionen 3 und 5
identifiziert worden (Abb. 5). Auch andere positive Eigenschaften, wie z.B. antiallergische,
antibakterielle, antivirale, proliferations-reduzierende und anticanzerogene Wirkungen, wurden
schon seit langerem auch verschiedenen Favonen zugesprochen. Zwischen todlich
verlaufenden Herzinfarkten und dem Umfang der Flavonoidaufnahme konnte eine eindeutig
Beziehung nachgewiesen werden, die in den letzten Jahren verstérkt auf verschiedenen Ebenen

untersucht und diskutiert wurde. Dagegen konnte bislang in nur wenigen Studien eine negative
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Korrelation zwischen der Flavonoidaufnahme und der Erkrankung an Krebs nachgewiesen
werden (Bonm et a., 1998). Auch ein Einflul auf den menschlichen und tierischen
Stoffwechsel und das hochkomplexe Immunsystem ist beschrieben worden. Die Flavone
beeinflussen in diesem Zusammenhang eine grof3e Anzahl verschiedener Enzyme (z.B. die
Hyaluronidase- oder Aldose-Reduktase), sie chelatieren verschiedene Metallkationen und

beeinflussen auch die zellul&re Proteinphosphorylierung (MippLeton und Kanbaswawmi, 1994).

R1=H Flavone
R1=0OH Havonole

Abb. 5. Wechsdwirkung benachbarter Hydroxylgruppen im Flavonoidger Ust.
Die umrandeten Teile des Flavonoidgeriistes sind fur das Abfangen freier Radikale wesentlich
(aus Bonm et al., 1998).

A2 Cytochrom P450 Enzyme (Cyt P450)
A2.1 Allgemeine Eigenschaften und Funktionsmechanismus

Cyt P450-abhangige Enzymsysteme kommen in fast alen lebenden Organismen vor und bilden
eine grof3e, stark divergente Gen-Superfamilie von membran-gebundenen Ham-enthaltenen
Proteinen, die als terminale Bestandtelle einer kurzen Elektronentransportkette fungieren.
Tatsachlich sind bis heute Gber 500 verschiedene Cyt 450 kloniert (M, 45.000 bis 65.000) und
sequenziert worden (Mansuy, 1998). Sie sind in verschiedene Gen-Familien, Unterfamilien
und Gruppen mit Allelvariationen, basierend auf Sequenzhomologien der entsprechenden

Gene, eingeordnet worden. Aminosauresequenzen innerhalb einer einzelnen Cyt P450
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Genfamilie besitzen eine Homologie von Uber 40%,
MV innerhalb der einzelnen Unterfamilien liegt die Homologie

bei Uber 55%. Bei einer Homologie von grofRer 97%

M " gpricht man von einer allelischen Variante (Zugriff auf
P v Sequenzen und weitere Informationen u.a. auf folgender
Webpage : http://drnel son.utmem. edu/nel sonhomepage.

P M

html). Fir ihre Aktivitdt benttigen sSie assoziierte
Abb. 6. Ferriprotoporphyrin 1X Proteine, wie die NADPH : Cyt P450 Reduktase (CPR;
(Ham). M, 72.000 bis 84.000; E.C. 1.6.2.4), die unspezifisch

Elektronen von NADPH Uber FAD und FMN zur
prostethischen Ham-Gruppe, dem Ferriprotoporphyrin 1X (Abb. 6), der Cyt P450 Proteine
Ubertrégt. Von hier werden die Elektronen in den meisten Féllen auf Sauerstoff (O,)
Ubertragen, wobei das Substrat oxygenisiert wird. Das Flavoprotein (CPR) und das
Hamprotein (Cyt P450) sind dabei Uiber einen Cysteinrest kovalent miteinander verbunden und
in der Pflanze und anderen Eukaryonten als Membranproteine Uber N-terminale, negative
geladene Aminosduren gefolgt von hydrophoben Segmenten, bestehend aus 17 bis 29
Aminosduren, im Endoplasmatischen Retikulum (ER), Mitochondrien oder Peroxisomen
verankert (AnN et al., 1993; Murakami et al., 1994). Bel der Lokalisierung ist sowohl die
Ladung der den hydrophoben Segmenten vorangehenden AS, as auch die Lange dieser
Bereiche fUr die Funktion entscheidend (Sato et al., 1990). Die CPR ist dabei fir die Reaktion
zwingend erforderlich, die Substratspezifitét der Reaktionen ist jedoch ausschliefdlich auf die
Cyt P450's zuriickzufihren. AulRerdem kann eine CPR mehrere unterschiedliche Cyt P450's
mit Elektronen versorgen. Die Tatsache, dass die Zugabe von NADH die Cyt P450
abhangigen Resktionen stimuliert, deutet zudem daraufhin, dass der Elektronentransfer unter
Umstanden auch durch Cytochrom bs (Cyt bs) geschehen kann. In vivo erhdlt das pflanzliche
Cyt bs die Elektronen von der NADH : Cyt bs Reduktase (Abb. 7; DonaLDsoNn und LUSTER,
1991).

Eine typische Cyt P450 katalysierte Reaktion baut eines der zwei Sauerstoffatome aus einem
O-Molekil in eine Vielzahl verschiedener Substrate ein. Gleichzeitig wird das andere
Sauerstoffatom um zwei Elektronen reduziert und H,O freigesetzt (OrTiz DE MONTELLANO,
1986). Der Oxidant O, erhdlt bei dieser Resktion Reduktionsaguivalente von zwel
verschiedenen Reduktanten, vom Substrat und Uber die CPR vom NADPH. Die
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NADPH NADH

Cytochrom ¢

""""" Lipid-
Doppelschicht

Cytochrom P450
Reduktase (CPR) Cytochrom by Cytochrom b
Cytochrom P450 (Cyt PA50) Reduktase )

Abb. 7. Lokaliserung der Cyt P450 in den Membranen und die Elektronentransportkette
(modifiziert nach GonzaLEs, 1994).

entsprechenden Enzymsysteme  werden as  mischfunktionelle  Monooxygenasen
(Reaktionsgleichung {1}) bezeichnet. Demgegenuber inkorporieren Dioxygenasen beide
Sauerstoffatome in das Substrat {2} und Oxidasen reduzieren den Sauerstoff lediglich, bauen
ihn aber nicht in das Substrat ein {3}. Bel einer klassischen Monooxygenase Reaktion, die
typisch fur pflanzliche Cyt P450 ist, erfolgt eine Inkorporation von molekularem Sauerstoff in
das Substrat, und die Reaktion ist abhéngig vom Elektronentransfer Uber Flavoproteine. Nicht
klassische Formen der Monooxygenasen, bauen entweder keinen molekularen Sauerstoff in
das Endprodukt ein, wie z.B. die Berbamunin Synthase (Krauss und KutcHaN, 1995), oder sie
benttigen kein Flavoprotein fur die Aktivierung von O,, was bedeutet, dass diese Enzyme
weder an eine CPR noch an ein Cyt bs/NADH-abhéngiges Cyt bs Reduktase System gebunden
sind, wie z.B. die Allenoxid Synthase (Song et a., 1993).

RH+ O, +2e +2H"* (NADPH oder NADH) —— » ROH+H)0 {1}
R+ 0O, ——» ROO {2}

R+ 0, +2e + 2H" ——————» R+HOOH {3}
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Die Cyt P450-abhangigen Monooxygenasen besitzen wenigstens zwel wichtige Funktionen in
lebenden Organismen. Einige katalysieren Oxidationsschritte in  unterschiedlichen
Biosynthesawegen und sie besitzen eine Schliissalfunktion in der oxidativen Biotransformation
von exogenen Molekilen aus der Umwelt und deren Eliminierung aus lebenden Organismen

(Detoxifizierung).

Cyt P450 Enzyme katalysieren viele weitere NADPH- und Sauerstoff-abhéngige Reaktionen,
wie adliphatische, aromatische und N-Hydroxylierungen, Epoxidierungen, N-, S und
O-Dedkylierungen, N-Oxidierungen, Sulfoxidierungen, Dehydrogenierungen, oxidative und
reduktive Dehaogenierungen und Deaminierungen. In einigen seltenen Falen werden aber
auch Reaktionen von nicht NADPH- und Sauerstoff-abhangigen Cyt P450 Enzymen, wie
|somerasen, Dehydrasen und Reduktasen, katalysiert (Groves und Han 1995; Mansuy, 1998).
Damit ist die Eigenschaft, die allen Cyt P450's gemeinsam ist, nicht die Aktivierung von
molekularem O, und der Transfer eines Sauerstoffatoms auf die Substrate, sondern vielmehr
die eigentimliche Lage des ,Soret” Peak des Fe(I1)-CO Komplex um 450 nm, verursacht
durch die spezielle Bindung zwischen Protein und dem Eisen bzw. dem CO-Liganden. Durch

diese Bindung, die photoreversibel ist, wird eine weitere Redoxaktivitét blockiert.

Der Reaktionsmechanismus der Cyt P450 ist im wesentlichen aufgeklért. Er verléuft Gber
Radikale, womit die ungewohnliche Aktivitat der Cyt P450 erklart werden kann (Abb. 8)
(HALKIER, 1997; MANsuY, 1998).

Falll < ! > Fell'S
SO Peroxid Stof3
7 — e
[Fe-O-X S|

5 [Fe-O-9]
Fe=0O-S XO FellS <— FelS
red
A X C A
H,0 )
t | . M roos—Fe+s0 5| 0,

[FeO-OH S|  $a
e
« B Fel(0,2) S +——— Fe'(0,) S +—
4
> 2 H*
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Abb. 8. Katalytischer Zyklusder Cyt P450 Reaktion (hach Groves und Han, 1995).

(1) Bindung des jeweiligen Substrates (S).

(2) Reduktion des Eisen (111); Eisen (I1) Stadium des Cyt P450 erreicht.

(3) Bindung des molekularen Sauerstoffes; ein Cyt P450-Dioxygen Komplex entsteht.

(4) Transfer des zweiten Elektrons; ein Peroxoeisen (111) Komplex entsteht.

(5) Protonierung und Spaltung der O-O Bindung; es entsteht HO und eine reaktive Eisen-oxo
Spezies.

(6) Transfer des Sauerstoffatoms aus Oxo-Komplex auf das gebundene Substrat.

(7) Dissoziierung des Produktes.

(A) (C) sdltene Reaktionswege.

(B) ,,Peroxide shunt”; NADPH und molekularer Sauerstoff konnen durch andere Elektronen- bzw.
Sauerstoffdonoren, wie Alkyl Hydroperoxide, Hydrogenperoxid, Peroxysduren, NalO., NaClO. und
|odosylbenzen, ersetzt werden (CorrelA und ORTIZ DE MONTELLANO, 1993)

A2.2 Pflanzliche Cyt P450

Nachdem Ende der sechziger Jahre die ersten Verdffentlichungen Uber Cyt P450’'s in
Membranfraktionen von htheren Pflanzen erschienen (MureHy und WEesT, 1969; Frear et d.,
1969) sind die Kenntnisse in Bezug auf die Beteiligung von Cyt P450 in die
unterschiedlichsten Reaktionen des Sekundérstoffwechsels der Pflanzen stark angestiegen.

Da Cyt P450 in Tieren und niederen Eukaryonten eine wichtige Rolle im Stoffwechsel von
Xenobiotika, Pheromonen, Drogen und toxischen Chemikalien, aber auch von endogenen
Substanzen, wie Sterolen, Fettsduren und Prostaglandinen spielen, sind sie in der
Vergangenheit bereits gut untersucht worden (GuencericH, 1991). Dagegen stellte sich die
Reinigung von pflanzlichen Cyt P450, die im Vergleich zu tierischen eine weltaus hohere
Vidfat an Reaktionen katalysieren und sehr viel spezifischer sind, as wesentlich schwieriger
heraus. In Pflanzen sind Cyt P450 an der Biosynthese von Fettsauren, Phenylpropanoiden,
Flavonoiden, Furanocumarinen, Phytoalexinen, Lignin-Intermediaten, Sterolen, Terpenoiden,
Alkaoiden, Phytohormonen (z.B. Gibberellinsdure) und anderen Produkten des Sekundér-
stoffwechsels beteiligt. Die entsprechenden Biosyntheseprodukte Ubernehmen in der Pflanze
unterschiedliche, zum Teil Ilebenswichtige Funktionen, wie z.B. Membranbildung,
Lignifizierung, Pathogenabwehr, Schutzpigmente gegeniiber UV-Strahlung, &therische Ole
und Farbpigmente. Auf’erdem sind sie in der Lage toxische Herbizide oder Insektizide,
allelophatische Substanzen und andere Xenobiotika zu detoxifizieren (DonaLDsoN und LUSTER,
1991; Siminszky et al., 1999).
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Durch die Aktivitdt von Cyt P450's innerhab der verschiedenen Biosynthesewege in Pflanzen
entsteht eine hohe Diversitdt der gebildeten Endprodukte. Die Bildung der jeweiligen
Intermediate wird durch eine Reihe verschiedener Faktoren, wie z.B. Licht, chemische
Verbindungen, pilzliche Elicitoren sowie Verwundungen und auch durch das
Entwicklungsstadium gesteuert. Die Hohe und der zeitliche Verlauf der Induktion von Cyt
P450 Enzymen in diesen Biosynthesewegen variiert stark in  Abhéngigkeit vom
Induktionsmechanismus und dem Gewebe. In Samlingen, die ene grole Vielzahl
verschiedener Zelltypen enthalten, ist zudem das Entwicklungsstadium der jewelligen Zelle
von Bedeutung. So werden spezifische Cyt P450 in Pflanzen nur unter ganz bestimmten
Bedingungen, z.B. durch Verwundungen oder Pathogenbefall, induziert. Andere werden nur in
spezifischen Geweben oder auch nur in einzelnen Zellen zu wiederum nur bestimmten Zeiten
expremiert. In allen Féllen ist jedoch das Induktionsprofil spezifisch fur ein einzelnes Enzym
oder eine Gruppe verschiedener Cyt P450’s und ist nicht das Ergebnis einer allgemeinen Cyt
P450 Induktion (siehe Ubersichten in DonaLbson und LusTer, 1991; BoLweLL, 1994; DursT
und O’ Keerg, 1995; ScHULER, 1996).

Nur wenige Cyt P450 Gene aus Pflanzen, im wesentlichen die weit verbreitete C4H (Abb. 2),
konnten bislang erfolgreich durch Klonierungsstrategien, die auf Sequenzinformationen aus
Protein-Reinigungen basieren, kloniert werden (Mizutani et al., 1993; TeutscH et al., 1993;
KocH et al., 1995). Diesist zum einen auf das algemein niedrige Level der meisten Proteine,
zum anderen auf die allgemeine Instabilitét der Cyt P450 in pflanzlichen Extrakten, die mit
deren Anordung an der cytoplasmatischen Oberfléache der mikrosomalen Membranen und dem
hohen Protease-Anteil im Pflanzengewebe zusammenhangt, zurlickzufihren. Auf3erdem sind
hohe mechanische Kréfte erforderlich, um die pflanzlichen Zellwande aufzuschlief3en und die
Anwesenheit von Pigmenten, Phenolen und anderen Enzymhemmstoffen beeintréchtigt die
Aufreinigung zusétzlich (F. Dursrt, personliche Mitteilung). Durch diese Umstande wird eine
Rekonstitution der gelésten Komponenten zum enzymatisch aktiven Komplex wesentlich
erschwert, wenn nicht sogar in einigen Fallen unmdglich gemacht. Antikorper gegen gereinigte
pflanzliche Proteine allgemein oder gegen Cyt P450 Enzyme speziell hybridisierten haufig mit
mehreren verschiedenen Polypeptiden (Verter et a., 1992). Dagegen konnten in
molekular-genetischen  Experimenten durch  T-DNA Tagging oder PCR-Techniken,
verschiedene pflanzliche Cyt P450's aus dem Biosyntheseweg von Gibberellinen (WinkLErR und

HeLentaaris, 1995), Brassinosteroiden (Szexeres et al., 1996), noch nicht identifizierten
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Hormonen (Kim et al., 1998), Phenylpropanoiden (Mever et a., 1996) und Flavonoiden
(HoLTon et a., 1993a; MeikR et a., 1993) identifiziert werden. Dabel wurde im allgemeinen
die Notwendigkeit einer Proteinreinigung durch den Einsatz von PCR gestiitzten Methoden
umgangen. Hierzu wurden degenerierte Oligonukleotide aus verschiedenen hoch konservierten
Bereichen der Cyt P450 Enzyme abgeleitet und zur Amplifikation von Sequenzen, ausgehend
von cDNA der entsprechenden Pflanzengewebe, verwendet. Mit den so erhaltenen putativen
Cyt P450 Sequenzen wurden die entsprechenden full-length Klone anschlief3end aus cDNA
Genbanken isoliert. Die weitere Identifizierung erfolgte durch Expression der entsprechenden
Gene in Hefen oder Insektenzellen und einer folgenden Darstellung der Enzymaktivitét, sowie
durch transgene Komplementation geeigneter Mutanten (z.B. HoLTon et al., 1993a; Hotze et
al., 1995; AkasHi et a., 1997; ScHorrer und EBEeL, 1998; BRUGLIERA €t al., 1999).

Die pflanzliche Cyt P450 Sequenzen enthalten nur wenige konservierte Sequenzbereiche (Abb.
9). Das am stérkste konservierte Element befindet sich in der Nahe des C-Terminus und
besitzt das hoch konservierte Motiv [PFGXGRRXCxG] mit dem Cydsteinrest, der als
Thiolat-Ligand zur prosthetischen Ham-Gruppe fungiert. Eine Ausnahme bildet die Allenoxid
Synthase aus Linum usitatissmum, in der nur der Cysteinrest konserviert ist (Sonc et al.,
1993). Weitere hoch konservierte Aminosduren (AS) sind im Bereich der mutmaldichen
I-Helix, der Sauerstoffbindungsstelle, mit der Konsensussequenz [(A/G)GX(D/E)T(T/S)]
identifiziert worden (Durst und NeLson, 1995; ScHuLer, 1996). Die lokale Umgebung der
Saverstoffbindung und -aktivierung in der Distal Helix (Helix 1) ist relativ einfach, mit
meistens hydrophoben Proteinresten und den fir die Bildung der Sauerstoffbindungstasche
wichtigen AS-Resten Alanin/Glycin gefolgt von einem weiteren Glycin und einem einzelnen
Threonin, das fur die katalytische Wirkung einiger Cyt P450 essentiell ist (Groves und HaN,
1995). Die genannten AS entsprechen den Positionen 248, 249 bzw. 252 in P450y, einer gut
untersuchten Cyt P450 Monooxygenase aus Pseudomonas-Bakterien (PouLos et al., 1985).
Dartiber hinaus ist noch ein Bereich mit basischen AS am N-Terminus der Signal-Anchor
Sequenz und eine darauf folgende prolinreiche Sequenz in pflanzlichen Cyt P450 hoch
konserviert. Die Uberwiegend aus hydrophoben AS bestehende Membran-Anchor Sequenz
fungiert vermutlich as Signa fur die Insertion in die Membran des Endoplasmatischen
Retikulums (ER), wahrend der prolinreiche Abschnitt die Verbindung zum cytoplasmatischen
Rest des Proteins darstellt. Abgesehen von diesen gut konservierten AS Sequenzen in den Cyt
PA450's it die strukturelle Vielfalt zwischen den Cyt P450 Proteinen sehr hoch.
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prolinreiche

Region
/ Domain
N-[ [] | A |8l c[o] | -C
hydrophober

Membran-Anchor Ham-Bindungsregion
Sauerstoff-
Bindungsregion
1-Helix
--GGXDTT--

A E S

--PEGXGRRXCXG--

Abb. 9. Sequenzstruktur pflanzlicher Cyt P450 inklusive der Domains A bisD.

A3. Ziesetzung der Arbeit

Flavone besitzen eine grofée Vielfat von wichtigen Funktionen und Eigenschaften fur die
Pflanze selbst aber auch fir andere Organismen (siehe Kap. A1.4). Die Enzymaktivitat der
FNS Il konnte unteranderem in den Petalen von Gerbera Hybriden gezeigt werden.
Genetische Untersuchungen ergaben erste Hinweise auf eine monogene Vererbung der
Flavonbildung durch das Gen Fns. Aufgrund der sehr guten biochemischen und genetischen
Charakterisierung der FNS 11, einem zur Klasse der Cyt P450 gehtrenden Proteins, und der
vielfdtigen Funktionen der Flavone sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein

entsprechender cONA-Klon isoliert werden.

Ausgehend von einem genetisch definiertem Pflanzenmaterial (Gerbera Hybriden) und nach
einer eingehenden genetischen und biochemischen Charakterisierung der FNS Il Aktivitét in
Gerbera-Bliten einschliefdich einem Nachwels der genetischen Kontrolle der FNS 11 durch
das Gen Fns, soll mit Hilfe einer differentiellen Screening Methode ein oder mehrere putative
FNS Il Fragmente kloniert werden. Die Isolierung der vollstdndigen cDNA-Klone soll
anschlief?end mit Hilfe von RACE Methoden oder durch ein Genbank-Screening erreicht
werden. Durch Northern-Blot Analysen kdnnen einerseits die unterschiedliche Expression der
isolierten Klone in verschiedenen chemogenetisch und biochemisch definierten Genotypen zur
weiteren Identifizierung putativer FNS Il Klone beitragen. Andererseits sollte die Expression

der FNS 11 in Zusammenhang mit den genetischen und biochemischen Ergebnissen dargestellt
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werden. Zur letztendlichen funktionellen Identifizierung entsprechender cDNA Klone kann ein
fur die funktionelle Expression von Cyt P450's optimiertes Hefesystem genutzt werden. Das
hierzu erforderliche enzymatische Testsystem kann aus der biochemischen Charakterisierung

er FNS II Aktivitét aus Gerbera-Bliiten Gbernommen werden.
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B Material und Methoden

B1 Abkurzungen

2-HIS 2-Hydroxyisoflavonsynthase

A Adenin

Abb. Abbildung

acc. Zugangsnummer (accession humber)
ANS Anthocyanidinsynthase

AOS Allenoxid Synthase

Ap Apigenin

AS Aminosdure

BS Berbamunin Synthase

BSA Rinderserumal bumin (Bovine Serum Albumin)
C Cytosin

C4H Zimtsdure 4-Hydroxylase

CAM Camphor 5-exo-Monooxygenase
CAW Chloroform-Eisessig-Wasser

cDNA komplementére (copy) Desoxyribonukleinsdure
CHI Chalkonisomerase

CHS Chalkonsynthase

CoA Coenzym A

CPR Cytochrom P450-Reduktase

Cy Cyanidin

Cyt bs Cytochrom bs

Cytc Cytochrom ¢

Cyt P450 Cytochrom P450

D6aH Dihydroxypterocarpan 6a-Hydroxylase
Da Dalton

dATP Desoxyadenosin 5’ -triphosphat
dCTP Desoxycytidin 5 -triphosphat
DD-RT-PCR  Differential Display - Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction
DFR Dihydroflavonol 4-Reduktase

DHK Dihydrokaempferol

DHQ Dihydroquercetin

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleinsduretriphosphat
dpm Zerfélle pro Minute

E. coli Escherichia coli

E.C. Enzyme Commission Number

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERI Eriodictyol

F2H Flavanon 2-Hydroxylase

F5H Ferulat 5-Hydoxylase

F3'H Flavonoid 3 -Hydroxylase

F3',5H Flavonoid 3',5' -Hydroxylase

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid

FG Freiheitsgrad

FHT Flavanon 3-Hydroxylase
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FLS Flavonolsynthase

FMN Flavinmononukleotid

FNSII Flavonsynthase 11

G Guanin

GSP genspezifischer Primer

HPLC Hochdruckfl Uissigkeitschromatographie

kDa kilo Dalton

Lu Luteolin

MRNA Boten (messenger) Ribonukleinsdure

NAD* Nikotinsdureamid-adenin-dinukleotid

NADH reduzierte Form des NAD*

NADP* Nikotinséureami d-adenin-dinukleotidphosphat
NADPH reduzierte Form des NADP*

NAR Naringenin

NPA Naphthylphthalamin Séure

ODe Absorptionsstérke bei einer Wellenléange von 600 nm
ORF Open Reading Frame = offener Leserahmen
PAL Phenylaanin-Ammoniak-Lyase

PAGE Polyacrylamidgelel ektrophorese

PCR Polymerase Chain Reaction = Polymerase Ketten Reaktion
Pg Pelargonidin

PSL Photo Stimulated L umineszenz

PVP Polyvinylpyrrolidon

Qu Quercetin

RACE Rapid Amplification of cDNA Ends

RE Rohextrakt

RS Restriktion

R Retentionszeit

RNA Ribonukleinsiure

rpm Umdrehungen pro Minute

T Thyosin

Tab. Tabelle

TEMED N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin

TES N-Trig hydroxylmethyl]methyl-2-aminoethan Hydrogensulfit
U Unit Enzymaktivitéat (umol Substratumsatz/min)
(VIv) Volumen pro Volumen

(wiv) Gewicht pro Volumen

Die Abkurzungen fur physikalische Einheiten und deren Vorsatzzeichen entsprechen dem

internationalen Einheitensystem und sind nicht gesondert aufgefihrt.
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B2 Material
B21 Pflanzenmaterial und Bestdubungstechnik

Zu Beginn dieser Arbeit standen am Lehrstuhl fir Zierpflanzenbau chemogenetisch definierte
Gerbera-Klonsorten und -Linien zur Verfigung (TyracH, 1995). Dieses Sortiment konnte in
flavon-produzierende Typen (Genotyp fns" .) und flavonfreie Mutanten (Genotyp fns fns)
unterteilt werden. Die verschiedenen Klone unterschieden sich zudem in  der
Zusammensetzung anderer Flavonoide und im Gehalt an Carotinoiden. Fir weitere
Pigmentanalysen, enzymologische und molekularbiologische Untersuchungen wurden
zusétzlich aktuelle Schnittgerbera-Sorten der Firma Terra Nigra (DeKwakel, Niederlande),
Topfgerbera-Sorten der Firma Bock Pflanzenexport KG (Bremen) sowie Sorten,
Zuchtmaterial und verschiedene Wildgerbera-Arten von Peter Ambrosius (Marbach am
Neckar) mit einbezogen. Ein grof3er Teil der aktuellen Gerbera-Sorten wurden sowohl in
Gewebekultur als auch in Substratkultur gehalten (siehe Kap. B 3). Eine detalllierte

Beschreibung des gesamten Pflanzenmaterialsist im Anhang Alabis Ale zu finden.

Selbstungen wurden innerhalb eines Blltenstandes oder zwischen den Blitenstanden der
gleichen Pflanze durchgefiihrt. Ein kontrolliertes Abblihen wurde durch tber die Bliten
gezogene Pergamintiten erreicht. Die Bestaubungen wurden im Idedfal bis zu viermal in
taglichen Abstanden wiederholt. Weitere Hinweise zu Bestdubungsmethoden und Bl itenbau
bel Gerbera sind bel Maurer (1967) zu finden.

Die Selbstungsnachkommenschaften der Sorte ,, Th 58" wurden durchgehend als 147-100 bis
163 und die weiteren Selbstungen aus diesen Linien mit 147-200 bis 216 (fur 147-120 x S),
147-300 bis 325 (fur 147-125 x S) und 147-400 bis 431 (fur 147-114 x S) bezeichnet.

Aussaat und Kultur der Gerbera im Gewéchshaus wurde unter praxisiiblichen Bedingungen
durchgefiihrt (Horn und LANGE, 1996).
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Gerbera Bliten wurden zu verschiedenen Entwicklungsstadien, die wie folgt in Anlehnung an
HeLAriUTTA €t al. (1995) definiert wurden, geerntet (Abb. 10) :

Stadium 1 :
Stadium 2 :
Stadium 3:
Stadium 4 :
Stadium 5:
Stadium 6 :
Stadium 7 :
Stadium 8:
Stadium 9:

Knospe geschlossen, Petalen kleiner als 5 mm.
Strahlenbl Giten sichtbar, 5 - 10 mm lang.

Strahlenbliiten 10 - 15 mm lang.

Beginn der Pigmentierung, Lange 15 -23 mm.

Ligula der Strahlenblten pigmentiert, 23 - 26 mm lang.
Strahlenbliten 26 - 35 mm lang.

Infloreszenz halb gedffnet, 35 - 40 mm lang.
Infloreszenz vollstdndig gedffnet, 40 - 50 mm lang.
Strahlenbliten 50 - 55 mm lang.

Stadium 10 : Strahlenbliiten 55 - 60 mm lang.

Stadium 11 : seneszente Infloreszenz, 55 - 60 mm lang.

Abb. 10. Verschiedene Bliutenstadien bel der Gerbera Sorte,, Regina”
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B22 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle nicht aufgelisteten Chemikalien und Losungsmittel wurden in der jeweiligen Qualitét von
den Firmen SIGMA (Deisenhofen), MERCK (Darmstadt) oder FLUKA (Neu-Ulm) bezogen.

Acrylamid

Agar-Agar

Ampicillin

Bromphenolblau

Casaminoacids

Cellulose Diinnschichtplatten G1440
DNA-Grolenstandards

dNTPs

Ficoll 400

Formaldehyd, 37%
Immobilion-Ny+

IPTG

Glas Beads 425-600uM
Glykogen fur die Molekularbiologie
Heringssperma DNA
Hybond-NX

IPTG

PEG 4000

Pepton

Phenol, geséttigt mit 0.1 M Citrat-Puffer
Polyacrylamid-Gebrauchd dsung
PV PP

Rinderserum Albumin Fraktion V
RNA-Langenstandard 111
Seesand, gegluht

Sephadex G-50

TEMED

TES

Triton X-100

Tryptophan

Y east-Extrakt

Y east Nitrogen Base
Xylencyanol

X-Ga

Promega, Mannheim
Merck

Sigma

Merck

Difco, Detroit, USA
Schleicher & Schilll, Dassdl
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Fluka

Fluka

Millipore, Eschborn
Sigma

Sigma

Boehringer, Mannheim
Promega

Amersham, Braunschweig
Roth, Karlsruhe

Fuka

Fuka

Sigma

Promega

Fuka

Fuka

Boehringer, Mannheim
Merck

Sigma

Promega

Sigma

Fluka

Fluka

Fluka

Difco

Merck

Sigma
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B 2.3 Radiochemikalien

Tabelle 1. Verwendete Radiochemikalien

Substanz spezifische Aktivitdt Quelle
[a-*P] ACTP ~ 3.000 Ci/mmol ICN, Meckenheim
[a-*S] dATP ~1.000 Ci/mmol ICN, Meckenheim
[*C] 2-Maonyl-CoA 55 mCi/mmol ARC, ST. Louis, USA
[*C] Naringenin 200 dpm/pl eigene Synthese (Kap. 5.1)
[*C] Eriodictyol 100 dpmv/pl eigene Synthese (Kap. 5.1)
[14C]-Liquiritigenin 1000 dpm/pl K. SrticH, Wien

B24 Enzymeund Proteine

Glucose Oxidase (E.C. 1.1.3.4)

Katalase (E.C. 1.11.1.6)

DNase |, RNase-frei (E.C. 3.1.21.1; 10 U/pl)
Replitherm Polymerase

Taq DNA Polymerase (E.C. 2.7.7.7)

T4 DNA Ligase (E.C. 6.5.1.1)

Terminale Transferase (E.C. 2.7.7.31)

Restriktionsendonukleasen

Bam HI
EcoRI
Eco RV
Hind 111
Kpn |
Scal
Xho |

RNase A (E.C. 3.1.27.5)

RNase H

Superscript Reverse Transcriptase |1

Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Epicentre, Madison, USA
Promega, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Boehringer, Mannheim

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Amersham, Braunschweig
Promega, Mannheim
Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
Promega, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Gibco/BRL, Eggenstein

- Seite 28 -



B25 Reaktionssysteme und Kits

»Sequenase Version 2.0” Kit

» Plasmid Miniprep - Quantum Prep” Kit
»Plasmid Purification Midi Prep” Kit

, Oligotex-dT mRNA” Kit

»QUIAEX |l DNA Gd Extraktions” Kit
» High Pure PCR Product Purification” Kit
,» Titan One Tube RT-PCR” Kit
,Expand™ High Fidelity PCR System”

» T/A Cloning” Kit

»D -RACE” Kit

»Rediprime™ DNA Labelling System”

USB, Cleveland, USA
Biorad, Minchen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Invitrogen, Leek, Niederlande
Gibco/BRL, Eggenstein

Amersham, Braunschweig

B 26 Substrate und Cosubstrate (nicht radioaktiv markiert)

4-Cumaroyl-CoA
Kaffeoyl-CoA

Cytochrom c aus Pferdeherz
NADPH

NADP

B27 Hemmestoffe

Human placental RNase | Inhibitor (1 U/Wl)
Tetcyclacis

K etokonazol

Ancymidol

Metyrapon

B28 Refer enzsubstanzen

NAR, ERI, Ap, Lu, Km, Qu und DHQ wurden bei Roth (Karlsruhe) bezogen. DHK, Pg und

Cy stammten aus der Sammlung des Labors.

W. Heller, GSF Neuherberg
W. Heller, GSF Neuherberg
Roth, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Boehringer, Mannheim

W. Rademacher, BASF, Limburger Hof
W. Rademacher, BASF, Limburger Hof

Sigma, Deisenhofen

Aldrich, Deisenhofen
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B29 Bakterien- bzw. Hefestdmme und Vektoren
Escherichia coli

TOP10 FmcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) ®80lacZAM15 AlacX74
deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endA1l
nupG (Invitrogen).

Saccharomyces cerevisiae

Aus dem Hefestamm W303-1B (MATaq; ade 2-1; his 3-11; leu 2-3, ura 3-1; trp 1; can®; cyr),
der as W(N) beschrieben ist, wurden durch die Verdnderung des YRED-Locus die Stdmme
WAT 11 und WAT 21 abgeleitet. Diese beiden Stémme Uberexpremieren ATR1 und ATR2,
die fur die CPR aus Arabidopsis thaliana (Acc. Nr. X66016 bzw. X66017) kodieren (TRUAN
et a., 1993; Urean €t al., 1997). Der Wildtyp W(N) enthélt nur die endogene CPR Aktivitét
der Hefen.

AuRerdem wurde der kommerzielle Hefestamm INVScl (MATa, his 3-A1; leu 2; trp 1-289;
ura 3-52; Invitrogen, Leek, Niederlande) verwendet. Dieser Stamm besitzt wie W(N) nur eine
endogene CPR Aktivitét.

Die Stamme W(N), WAT11 und WAT21 wurden von P. Urban und D. Pompon
(Gif-sur-Yvette, Frankreich) zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 2. Verwendete Hefestamme.

Stamm CPR-Promotor CPR-ORF
W(N) Wildtyp Wildtyp
INVScl Wildtyp Wildtyp
WAT11 GAL10-CYC1 ATR1
WAT21 GAL10-CYC1 ATR2
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Vektoren

Escherichia coli :

pCR2.1 besitzt komplementére T-Uberhénge
(, T/A-Cloning” Kit, Invitrogen)

Saccharomyces cerevisiae:  (Hefeexpressionsvektoren)

pY eDP60 Expressionskassette : GAL10-CYC1 Hybrid Promotor
(galaktose-induzierbar), PGK Terminator; Komple-
mentationsmarker : URA3, ADE2 (Uracil und Adenin).
(Abb. 11; Ursan et al., 1990; Pompron et al., 1996)

Hind Ill 8859
¥mn 1 8630 EcoRI0245 BamHI1 .\ 100
Gsu | 8370
/ Gau | 1040

mnumzzr\ﬂf_ :
Gau | 8080 \ ; (PGK  pGAL \f/f Af I 1342
<« P Eco RV 1335

e
Gsu | 8004 \‘55/ direction of Mf_ﬁsu 11389
Bol Il 7574 transcription URA T 5 st 1543
¥mnl 7478 ind Il 1744
—
S Xmn 11775
crr101 1813

Hind Il 7491
Gsu | 7269

pyeDPG0
9265 hp

EcoRY 7154 Hind Il 1883

ori E. coli
¥mnl 2847

Afl 11l 6299
amp L
; \\ Gsu | 3560
Cir 101 53(\ Betlaze

¥mn | 4807 Pvull 4113

Abb. 11. Hefeexpressionsvektor pY eDP60 (Pompon et al., 1996).
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pYES2 Expressonskassette : GAL1 Tell des divergenten
GALLT/GAL10 Promotor  (gaaktose-induzierbar),
CYC1 Terminator; Komplementationsmarker : URA3;
Polylinker. (Abb. 12; Invitrogen)

Snab |

Abb. 12. Hefeexpressionsvektor pY ES2 (I nvitrogen).

B 2.10 Puffer und sonstige L 6sungen

Zur Herstellung der Puffer und sonstigen Lésungen wurde deionisiertes Wasser verwendet.
Losungen sowie Glas- und Kunstoffgeréte fur die Molekularbiologie wurden falls nicht anders
angegeben vor Gebrauch bel 121 bzw. 135°C derilisiert.

Enzymologie

Puffer 1 : 0.1 mol/l TrisHCI inklusive 28 mmol/l 2-Mercaptoethanol und 10 mmol/l
Natriumascorbat, pH 7.5

Puffer 2: 0.1 mol/l Tris-HCI, pH 7.5

Puffer 3: 0.05 moal/l TrissHCl inklusive 28 mmol/l 2-Mercaptoethanol und 10 mmol/l
Natriumascorbat, pH 7.5

Puffer 4 : Britton-Robinson-Puffer 11, pH 5.0 bis 10.0
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Molekularbiologie

10 x TE pH 8.0
10x TBE

20 x SSPE

20 x SSC

50 x Denhardt’s
10 x MOPS-Puffer

H OH O OH OH OH

10% SDS
Waschldsung |
Waschlsung 11
Ladepuffer DiffDis

O OH OH

=

0.01 mal/l Tris-HCl, 0.01 mol/l EDTA, pH 8.0

0.45 mol/l Tris, 0.45 mol/l Borsdure, 0.01 mol/l EDTA

3.6 mol/I NaCl, 0.2 mol/l NaH,PO,, 0.02 mol/l EDTA, pH 7.4
3 mal/l NaCl, 0.3 mol/l NaCitrat, pH 7.0

1% (w/v) BSA, 1 % (w/v) Ficoll, 1 % (w/v) PVP

0.2mol/l MOPS, 0.05 mol/l. NaAcetat, 0.01 mol/l
Na-EDTA, pH 7.0

100 g pro Liter, pH 7.2

2 x SSPE, 0.1 % (w/v) SDS

1 x SSPE, 0.1 % (w/v) SDS

80 % Formamid, 10 mmol/l EDTA, pH 8.0, 1 mg/ml Xylen
Cyanol FF, 1 mg/ml Bromphenolblau

deionisiertes Formamid (Samerook et al., 1989)

# Extraktionspuffer fir Gesamt-RNA (nach GiuLiano et al., 1993)
far 200 ml : 50 g Guanidinium Thiocyanat, 5 ml 3 mol/l Natriumacetat, pH 5.3, 2 ml
10 % Natrium-Sacrosinat (N-Lauroylsacrosin Na-Salz)

# Extraktionspuffer fir genomische DNA (nach DeLLAPORTA €t al., 1983)
0.1 mol/l Tris-HCI, pH 8.0, 0.05 mol/l EDTA, 0.5 mol/I NaCl, 0.02 mol/I
2-Mercaptoethanol

# Probenpuffer fir Northern-Blot
far 20 ml : 830 ul Formaldehyd, 37 %, 2500 pl deionisiertes Formamid, 500 pl 10 x
Gelpuffer, 100 Wl Ethidiumbromid, 6070 W steriles Wasser, je eine

Spatel spitze Xylenblau bzw. Bromphenol blau

TES 560 mmol/l TES, 240 mmol/l HCI, 200 mmol/l MgCl,

TEK 50 mmol/l Tris-HCl, pH 7.4, 1 mmol/l EDTA, 0.1 mol/l KCI

TES-B* 50 mmol/l TrisHCI, pH 7.4, 1 mmol/l EDTA, 0.6 mol/l Sorbitol, 2
mmol/l DTT

TEG* 50 mmol/l TrissHCI, pH 7.4, 1 mmol/| EDTA, 2 mmol/| DTT, 20 % (v/v)
Glycerin
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B211 Medien

Zur Herstellung der Medien wurde deionisiertes Wasser verwendet. Ldsungen sowie Glas-
und Kunstoffgeréte wurden falls nicht anders angegeben vor Gebrauch bei 121 bzw. 135°C
sterilisiert. Fur die Herstellung der jeweiligen Festmedien wurden 15 g Agar pro Liter
zugegeben.

B 2.11.1 Bakterienmedien

# LB-Medium 10 g/l Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 0.58 g/l NaCl, pH 7.0

# LB/Ampl00-Medium LB-Medium + 100 mg/l Ampicillin

# LB/Kan100-Medium LB-Medium + 100 mg/l Ampicillin

# SOC 20 g/l Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 0.6 g/l NaCl, 0.2 g/l KCI, 1 g/l
MgCl,, 3.5 g/l Glucose

B 2.11.2 Hefemedien

# SGI 1 g/l Bactocasaminoacids, 6.7 ¢/l Yeast Nitrogen Base, 0.02 ¢/l
Tryptophan, 20 g/l Glucose

# YPGA 10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Pepton, 20 g/l Glucose, 0.2 g/l Adenin

# YPGE 10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Pepton, 5 g/l Glucose, 3 % Ethanol
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B3 Gewebekultur

Von den Firmen Terra Nigra (De Kwakel, Niederlande) und Bock Pflanzenexport KG
(Bremen) wurden neben Jungpflanzen auch in-vitro Plantlets einiger Sorten bezogen (siehe
Tabelle |; Anhang).

Medium fr Sprosssubkultur :

a MS | fur Gerbera (10fach; veréndert nach MuraHiGe und Skoog, 1962) :
mg/l

Ammoniumnitrat 5.500°
Kaiumnitrat 19.000
Calciumnitrat® 1.300
Magnesiumsulfat 3.700
Kaliumdihydrogenphosphat 5.100°

2 anstelle von Calciumchlorid

b 1/3 des Original protokolls

¢ 3fache Menge des Originalprotokolls

b. MS 11 (100fach; nach MuraHice und Skoog, 1962) :

mg/l

Mangansulfat 1.690
Zinksulfat 860
Borsaure 620
Kaliumjodid 83
Natriummolybdat 25
Kupfersulfat 25
Kobaltchlorid 2,5

C. weitere Zusétze (aus entsprechenden Stammlésungen) :

mg/l (final)

NaFe-EDTA 36,7
Inosit 1.000
Thiamin 0,4
Glycin 2
Pyridoxin 0,5
Nicotinsaure 0,5
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d. Phytohormone

mg/l (final)
Kinetin 3
Indolessigsaure 5

Das entsprechend angesetzte Sprosssubkultur-Medium enthielt dartber hinaus 10g/l
Saccharose und 6 g/l Agar. Der pH-Wert wurde auf 5.6 eingestellt.

Die Kultur erfolgte bei 3.000 bis 7.000 lux fur 16 h und einer Temperatur von 20 bis 24°C in
gut beltfteten Glésern, um eine frihzeitige Vitrifizierung zu verhindern. Das Umsetzen auf
frisches Medium erfolgte etwa ale 6 Wochen, wobei die einzelnen Plantlets stark eingekirzt
und geteilt wurden (siehe auch Revnoirp et a., 1997).
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B4 Chemische M ethoden

B41 Extraktion und Identifizierung der Flavonoide

Sowohl die Extraktion von Flavonoiden, einschliefdich der Anthocyane, mit Ethylacetat,
Methanol oder 1 % Methanol-HCl als auch die saure Hydrolyse der Extrakte erfolgte nach
Standardmethoden (HARBORNE, 1967; MARBRY €t a., 1970).

Zur Bestimmung des Flavongehates von Knospen und Petalen wahrend der
Blltenentwicklung wurden Extraktionen der Pigmente aus dem Gewebe unterschiedlicher
Blitenstadien Uber 48 Stunden bei 4°C im Dunkeln durchgefiihrt. Es wurde Ethylacetat in
einem Gewebe/L 6sungsmittel Verhdtnisvon 1 : 40 (g/ml) verwendet

Flavonoide, in erster Linie die Flavone, wurden sowohl im UV-Licht (243 nm) jeweils vor und
nach einer Behandlung mit Ammoniak oder HCI als auch durch Co-Chromatographie mit
authentischen Proben in verschiedenen Laufmittelsystemen (Kap. B 4.2) identifiziert.
Flavanone wurden zusétzlich nach einer Reduktion mit Natriumborhydrid und anschlief3ender
Bedampfung mit Salzsdure detektiert (Eicen et a., 1957).

B42 Chromatogr aphiesysteme

Die Dinnschichtchromatographie (TLC) wurde auf G1440 Zellulose Platten der Firma
Schleicher & Schilll (Dassel) in folgenden Laufmittel systemen durchgefiihrt :

System 1: CAW (Chloroform-Essigsdure-Wasser; 10: 9: 1)
System 2 : 30 % Essigsaure

System 3 : Forestal (Essigsaure-Salzsaure-Wasser; 30 : 3: 10)
System 4 : t-BUOH (tert.-Buthanol-Essigsdure-Wasser; 3: 1: 1)

Eine Charakteriserung und Quantifizierung durch Hochdruckflissigkeits-Chromatographie
(HPLC) wurden an der GSF (Neuherberg) nach einer Methode von LANGe et al. (1994)
durchgefuhrt. Dabei wurden 10 pl eines 75%igen methanolischen Extraktes auf ene
Spherisorb ODS Il Saule (PartikelgrofRe 5 pm, 250 x 4.6 mm, Bischoff, Leonberg)
eingespritzt. Die Detektion erfolgte mit einem Dioden Array Detector Model 168 (Beckmann,

Mnchen).
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B5 Enzymologische M ethoden

B51 Synthese von radioaktiv markiertem Naringenin (NAR) und Eriodictyol
(ERI)

Die Substrate (4a, 8, 8-**C) NAR und (43, 8, 8-*C) ERI wurden mit Chalkonsynthase (CHS)
aus Expressionsklonen und Chalkonisomerase (CHI) aus Petersilie Zellsuspensionskulturen
aus 4-Cumaroyl-CoA bzw. Kaffeoyl-CoA und [*C] 2-Malonyl-CoA (110.000 dpm und 1.5
nmol pro 5 pl) nach BritscH et al. (1981) bzw. BritscH und GriseeacH (1985) synthetisert
(vgl. Abb. 2). Durch Weglassen der CHI wurden die entsprechenden Racemat Mischungen
hergestellt.

B 5.2 Flavonsynthase Il (FNSII) Tests
B521 Aufarbeitungsmethode

Alle Schritte wurden bei 4°C und mit vorgekihlten Geréten durchgeftihrt. Die Herstellung des
Rohextraktes (RE) bzw. der mikrosomalen Fraktion durch Fallung mit MgCl, aus frischem
oder schockgefrorenem Pflanzenmaterial wurde nach Diesrercer et al. (1974) mit kleinen

Anderungen durchgefuihrt. Die Standardaufarbeitung bestand aus :

6.0 g Pflanzenmateria

6.0 g Dowex 1x2 (&quilibriert in Puffer 1)
3.0 g Seesand, gegluht

30.0 ml Puffer 1

Das Pflanzenmaterial wurde zusammen mit dem geglUhten Seesand bzw. Dowex und etwa der
Hélfte des Puffers in einem vorgekihlten Mérser homogenisiert. Nach Zugabe des restlichen
Puffers erfolgte en Zentrifugationsschritt fur 20 min. bei 12000 x g und 4°C
(Sorvall-Zentrifuge, SS34 Rotor). Der liber Glaswolle abfiltrierte klare Uberstand diente als
RE. Die Mikrosomenféllung erfolgte aus 20 ml RE durch die Zugabe einer wél¥igen 1 M
MgCl.-L6sung bis zu einer Endkonzentration von 30 mM Mg? unter vorsichtigem Ruhren auf
Eis fur 10 min. Das durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (20 min.; 17.000 x g; 4°C;

Sorvall) erhaltene mikrosomale Pellet wurde in 4,0 ml Puffer 2 resuspendiert und im gekuhlten
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Glashomogenisator vorsichtig homogenisiet. Der Uberstand des Pellets wurde zu

Kontrolltests verwendet.

B5.22  Standardenzymtest

Der Inkubationsansatz fir einen Standardtest in einem Gesamtvolumen von 200 pl setzte sich

wie folgt zusammen :

175l Puffer 2

0.03 nmol radioaktiv markiertes Substrat (83 Bq oder 5.000 dpm)
5.0 nmol nicht markiertes Substrat

10 W 20 mmol/l NADPH

15 yl RE oder mikrosomale Fraktion

Nach 20 min Inkubation bei 25°C wurde die Reaktion durch die Zugabe von 20 ul MeOH, das
eine Mischung der eingesetzten bzw. erwarteten Flavonoide enthielt, gestoppt. Die
Reaktion-Mischung wurde anschlief3end zweimal mit Ethylacetat (100 und 50 pl) extrahiert.
Die vereinigte obere Phase wurde auf Zellulose Dunnschicht Platten (Schleicher & Schll) im
Laufmittelsystem 1 chromatographiert. Die Auswertung erfolgte wie in Kap. B 7.1

beschrieben.

B 523 Charakteriserungder FNSII
pH-Optimum

Fur die Herstellung des Enzymextraktes wurde Puffer 3 verwendet. Der Enzymtest wurde
unter Standardbedingungen mit verschiedenen pH Stufen des Puffer 4 durchgefihrt.

Sauerstoff-Abhangigkeit

Der Ausschluf3 von Sauerstoff aus dem Enzymtest wurde wie in KocHs und GriseBacH (1987)

beschrieben mittels der Verwendung von Glucose und Glucose Oxidase durchgefihrt.
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B54 Berechnung der spezifischen Enzymaktivitat der FNSI|

Die spezifische Enzymaktivitét der FNS Il wurde nach Bestimmung des Umsatzes (Kap. B
7.1) und der Proteinmenge (Kap. B 4.4) folgendermalien berechnet :

spezifische Ea: = Prod*/{Prod* + Sub*} x Sub x t* x p™

mit Prod* : gemessener Relativwert fir [*C]-markiertes Produkt
Sub* : gemessener Relativwert fir [*C]-markiertes Substrat
Sub: Gesamtmenge Substrat im Testansatz (2.03 nmol)
tt: Reaktionszeit
pt: Menge an Protein

B55 Nachweisder Aktivitat der CPR in Hefe Mikrosomen

Die CPR Aktivitét in Mikrosomenpréparationen aus Hefe wurde nach Ursan et a. (1990,
1994a) ermittelt. Der Standardtest (1 ml) bel RT enthielt 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 mM
EDTA, 0.1 mM NADPH, 1 mM KCN (immer frisch angesetzt) und 16 pM Cytochrom c. Der
Start der Reaktion (Reduktion von Cytochrom c) erfolgte durch die Zugabe von 10 - 50 pg
mikrosomalem Protein. Aus dem Mittelwert AAss; von drel Einzelmessungen wurde die
spezifische Enzymaktivitét (spezifische Ex) der CPR wie folgt berechnet :

spezifische Eax = AAsso * €% V * 1% pt

mit AAss : Absorptionsanderung bei 550 nm
e differentieller Absorptionskoeffizient von Cytochrom c
(reduziert/oxidiert; € = 21.000 M* cm™)
V: Resktionsvolumen (1 ml)
tt: Reaktionszeit
pt: Menge an mikrosomalem Protein

B44 Bestimmung des Gesamtpr oteingehaltes

Der Gesamtproteingehalt der Enzymextrakte wurde nach der Methode von Brabrorp (1976)
mit Rinderserum Albumin Fraktion V (BSA) durchgefihrt.
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B 6 M olekular biologische M ethoden

B6.1 Allgemeine molekular biologische M ethoden

Folgende Methoden wurden nach Samerook et.a (1989) oder nach Herstellerangaben
durchgefihrt :

Phenolextraktion, Ethanol- und Isopropanolfédlungen bzw. Kits zur Reinigung von
Nukleinsauren (u.a. ,,High Pure PCR Product Purification” Kit, Boehringer)

Agarose- und Polyacrylamid Gelel ektrophorese

Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen (u.a ,QIAEX 1l DNA Ge
Extraction” Kit, QIAGEN)

Klonierung von PCR Produkten (, T/A Cloning” Kit, Invitrogen)

Transformation von kompetenten E. coli Zellen

B 6.2 RNA-I solierung und Northern Blot Analyse
B6.21 Isolierung von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA wurde aus verschiedenen Gerbera-Linien und den 11 unterschiedlichen
Bliutenstadien mit Hilfe einer Guanidinium Thiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktion-
Methode isoliert (veréndert nach GuiLiano et a., 1993) :

Pro Ansatz wurden 3.0 ml RNA-Extraktionspuffer, 21 yl 2-Mercaptoethanol (0.7% fina) und
24 ml mit 0.1 M Citrat-Puffer geséttigtes Phenol in ein Corex-Rohrchen vorgelegt. 1 g in
flissigem Stickstoff zu feinem Pulver gemorsertes Pflanzenmaterial wurde vorsichtig in die
Corex-Rohrchen Uberfuhrt und durch kraftiges V ortexen homogenisiert. Nach der Zugabe von
0.6 ml Chloroform wurde das gut gemischte Homogenat fir 20 min auf Eis belassen und
anschlieffend bei 15.000 x g zentrifugiert (Sorvall RC-5B plus, SS34 Rotor). Das
abgenommene Supernatant (Oberphase) wurde mit 1 Vol. Isopropanol versetzt und erneut auf
Eis fir 60 min inkubiert. Nach 30 min Zentrifugation bei 15.000 x g (Sorvall) wurde das
Supernatant verworfen und das Pellet in serilem H,O vorsichtig resuspendiert. Zur
Entfernung der Polysaccharide wurde die Losung mit 100 % Ethanol (20 % (v/v)
Endkonzentration) versetzt, 20 min auf Eis inkubiert und 10 min bei 10.000 x g und 4°C

zentrifugiert. Der die Nukleinsiauren enthaltende Uberstand wurde mit 1/3 Vol. 8 M

- Seite 41 -



Lithiumchlorid versetzt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde 20 min bei 15.000 x g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die gefallte RNA wurde zweimal mit je 1 ml 80 %
Ethanol gewaschen, um die Salze zu entfernen, dann in 50 gl H,O resuspendiert und bei -70°C
gelagert. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte spektralphotometrisch bei einer
Wedlenldnge von 260 nm (Pharmacia Biochrom 4060). Die Integritédt der isolierten
Gesamt-RNA wurde elektrophoretisch auf eilnem Agarosegel kontrolliert.

B 6.2.2  Aufreinigung der mit DNA kontaminierten RNA

Zur Entfernung moglicherweise vorhandener Verunreinigungen durch genomische DNA
wurde die isolierte Gesamt-RNA auf 1pg/pl mit Wasser eingestellt. 50 pg RNA wurden in
Gegenwart von 10 U RNase-freier DNase (Boehringer, Mannheim) und 5 U (1 U/pl) human
placental RNase Inhibitor (Boehringer) fur 30 min. bel 37°C inkubiert. Nach einer Extraktion
des Ansatzes mit 50 pl Phenol/Chloroform (3:1) erfolgte die Félung der RNA durch die
Zugabe von 5 gl 3 M Natriumacetat (pH 5.3) und 200 yl Ethanol (100 %). Das RNA-Pellet
wurde zweima mit 500 pl Ethanol (70 %) gewaschen und in 20 pl H,O resuspendiert. Die
Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte wie unter Kap. B 6.2.1 beschrieben.

B 6.2.3  Isolierung von poly(A)" RNA

Polyadenylierte mRNA wurde aus Gesamt-RNA durch Affinitdtschromatographie an
Oligo(dT)-Cedllulose (New England Biolabs, Frankfurt) nach Samerook (1989) oder mit dem
,Oligotex-dT mRNA” Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben, isoliert. Die Vorbereitung neuer
bzw. gebrauchter Oligo(dT) Cellulose erfolgte ebenfalls nach Herstellerangaben.

B 6.24 Northern Blot Analyse

5 bis 10 pg Gesamt- oder 0.5 bis 1.0 ug poly(A)* RNA wurden mit Probenpuffer (siehe Kap.
B 2.11) im Verhdtnis 1 : 5 versetzt und 10 min. bei 65°C denaturiert. Anschlief3end wurden
die Proben in einem 1.5%igen Agarosegel bel 65 V unter denaturierenden Bedingungen (6.6
% Formaldehyd im Gel) aufgetrennt. Als Grélenstandard wurde der RNA-Marker ||
(Boehringer, Mannheim) verwendet. Die RNA wurde im Standard-Blottingverfahren in 20 x
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SSC auf Hybond NX-Nitrocellulose Membran (Amersham, Braunschweig) oder
Immobilon-Ny+ (Millipore, Eschborn) transferiert (Samsrook et al., 1989) und nach dem
Trocknen der Membran durch Inkubation bei 80°C fur 1 h fixiert. Marker- und 25S
rRNA-Banden konnten aufgrund des Ethidiumbromids im Probenpuffer sowohl im Gel als

auch auf der Membran durch UV-Beleuchtung sichtbar gemacht werden.

B 6.25 Markierung von DNA-Fragmenten mit radioaktiven Nukleotiden

Radioaktiv markierte DNA-Sonden (Tab. 3) wurden nach Herstellerangaben mittels
Rediprime™ DNA Labeling System (Amersham, Braunschweig) mit [a-*P] dCTP (ICN,
Meckenheim) erstellt. Die markierte DNA wurde Uber Gelchromatographie mit Hilfe von 1 ml
Sephadex G-50 Saulen von den nicht eingebauten Nukleotiden getrennt, wie in Kap. B 7.1
beschrieben quantifiziert, fir 15 min bei 95°C denaturiert und dann zur Hybridisierungsésung
gegeben.

Tab. 3. Verwendete cDNA Sonden und deren Herkunft.

Bezeichnung Herstellung Uber RE | Lange der | Herkunft
mit Sonde (Bp)
CypDDd7a Eco RI aus pDDd7a ~390 Fragment aus Differential Display
CypTABATA | EcoRIl aus ~1.500 | 5'-RACE Fragment
PTABATA
CYP93B2-ORF | Eco RI aus ~1.600 | PCR-Fragment mit CypFNS1H/R
pCY P93B-ORF Primern (ORF)

B 6.26 Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Fragmenten

Nach einer Prehybridiserung der RNA-Blots in 5 x SSPE, 5 x Denhardt’s Ldsung, 0.5 %
(w/v) SDS, 0.1 mg/ml Heringssperma-DNA (hs-DNA), 50 % deionisiertem Formamid fir 3 h
bei 42°C, wurde die denaturierte DNA-Sonde (Kap. B 6.2.5) direkt zur Ldsung zugegeben.
Die Hybridisierung erfolgte fur 16 bis 20 h bel 42°C. Anschlieffend wurde der Filter bel 42°C
zweima 15 min. mit Waschldsung | und einmal bel 65°C fur 10 min. mit Waschlésung |1

gewaschen.
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Die qualitative und quantitative Auswertung der Hybridisierungssignale wurde wie in Kap. B
7.1 beschrieben durchgefiihrt.

B 6.3 | solierung genomischer DNA und Southern Blot Analyse
B 6.3.1 Isolierung von genomischer DNA

Hoch reine genomische DNA aus Gerbera, geeignet fur den direkten Verdau mit

Restriktionsenzymen, wurde nach der Methode von DeLLAPoRTA et a. (1983) isoliert.

B 6.3.2 Southern Blot Analyse

Genomische Gerbera-DNA wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen (Kap. B 2.4)
verdaut, in 0.8% Agarosegelen aufgetrennt und nach Herstellerangaben auf |mmobilon-Ny+
(Millipore, Eschborn) Ubertragen und fixiert. Die Sondenherstellung wurden wie unter Kap. B
6.2.6 beschrieben und die Pre-Hybridiserung bzw. Hybridiserung entsprechend dem
Hersteller Protokoll bei 68°C durchgefihrt. Anschlief3end wurden die Filter zweimal bei
Raumtemperatur fir 5 min mit Waschlésung | und zweimal in vorgewarmter WaschlGsung 111

bei 68°C gewaschen.

Die qualitative und quantitative Auswertung der Hybridisierungssignale wurde wie in Kap. B
7.1 beschrieben durchgefiihrt.

B 6.4 Reverse Transkription

Im Rahmen des Differential Display wurde Gesamt-RNA mit Hilfe der SuperScript™I|1 RNase
H" Reversen Transcriptase (Gibco/BRL, Eggenstein) in den komplementdren DNA-Strang
(cDNA) umgeschrieben. Durch die Wahl der drei degenerierten Anker Oligo(dT)-Primer
(Oligo A, C und G; Anhang A2) wird spezifisch nur mRNA revers transkribiert und die
gesamt Population in drei Subpopulationen unterteilt.

Das Gesamt-Reaktionsvolumen betrug je Ansatz 25 pl. Gesamt-RNA wurde auf 1pg/pl und
poly(A)" RNA auf 100 ng/pl eingestellt.
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Folgender Denaturierungsansatz wurde pipettiert :

5 RNA (= 5pg Gesamt- und 500 ng poly(A)* RNA)
1 25uM Anker Oligo(dT)
11 pl steriles Wasser

Die Denaturierung erfolgt fir 10 min. bei 70°C, anschlief3end wurden die Ansdtze kurz
abzentrifugiert und sofort auf Eis gestellt. Das weitere Primer-Annealing, die Reverse
Transkription und die Inaktivierung des Enzyms efolgte nach Herstellerangaben
(Gibco/BRL).

Die cDNA Synthese mit genspezifischen Primern wurde entsprechend mit den jeweiligen

Primern durchgefihrt.

B 6.5 Polymer ase K etten Reaktion (PCR)

B 6.5.1 Oligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide wurden bel den Firmen MWG (Ebersberg) und Metabion
(Martinsried) bezogen. Genspezifische Primer fir 5-RACE und Amplifikation des
CY P93B2-ORF Fragmentes wurden von der bekannten Sequenz abgeleitet (Anhang A3). Sie
hatten einen GC-Gehalt von 38-68 % und eine Lange von 22-30 Nukleotiden. Aul3erdem
endete die Sequenz am 3'-Ende mit zwei ,, schwachen” (A oder T) gefolgt von zwel |, starken”
(G oder C) Nukleotiden. Alle verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang A2 und A3
dargestellt.

B 6.5.2 Standard PCR

Standard PCR-Ansétze enthielten in einem Gesamtvolumen 1 x entsprechenden Polymerase
Puffer, 0.2 mM dNTP, 0.5 mM MgCl,, 2.5 U Polymerase, 0.2 pM 3'- bzw. 5 -Primer und 1
bis 4 pl cDNA aus den entsprechenden Synthesen nach Kap. B 6.4. Im Laufe der Arbeit
wurden folgenden Polymerasen verwendet : Replitherm Polymerase (Epicentre, Madison,
USA), Tag DNA Polymerase (Promega, Mannheim) und High Fidelity Polymerase
(Boehringer, Mannheim). Das Amplifikationsprotokoll bestand aus 40 Zyklen (Denaturierung
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1 min bei 94°C, Annealing 2 min bel 57-59°C, Polymerisierung (Extension) fir 1 min bei
72°C) mit einer Anfangsphase von 10 min bei 94°C und einer abschlieffenden Polymerisierung
von 10 min bei 72°C. Die PCR-Amplifikation wurde mit Hilfe eines Autogene Il (Grant,
Cambridge, Grof3oritanien) durchgefihrt.

B 6.5.3  Cyt P450 spezifisches Differential Display (DD-RT-PCR)

Um Unterschiede in der Transkript-Population in verschiedenen chemogenetisch und
biochemisch definierten Gerbera Linien darzustellen, wurde jeweils Gesamt-RNA aus einer
oder mehreren Linien vom Genotyp (fns™ fns’) bzw. (fns fns) wie in Kap. B 6.2.1 beschrieben
isoliert und DNA-Verunreinigungen falls nétig entfernt (Kap. B 6.2.2). Nach der Reversen
Transkription (Kap. B 6.4) der zwei RNA-Populationen mit den drei degenerierten Anker
Oligo(dT) Primern (Anhang A2) wurde die DD-RT-PCR nach Liang und Parpee (1992) bzw.
Liang et a. (1993) mit kleinen Veranderungen durchgefihrt. Als upstream Primer wurden
acht Cyt P450 spezifische, nicht-degenerierte Decamer-Primer nach ScHoprer und EBEL
(1998) verwendet (Abb. 13; Anhang A2).

XGRRXCXG | ¢

Dl1:5-cgcclajt titigg
D2:5-cgccjalt ticlgg
D3:5-cgccicjt tjt|gg
\ D4:5-cgcclelt t|clgg
D5:5-cgccigjt tjtigg
D6:5-cgccigjt ticlgg
D7:5-cgcc|tit tftigg
D8:5-cgcc|tit tfclgg

Abb. 13, Aus dem hoch konservierten Bereich der Ham-Bindungsstelle abgeleitete Primer fir
einen DD-RT-PCR Ansatz aum Screening fur differentiell expremierte Cyt PA50 mRNASs.

Anhand des Motives [PFG] lassen sich acht nicht-degenerierte Primer entsprechend der kodierenden
Nukleotidsequenz konstruieren (nach ScHoPFER und EBEL, 1998).
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Die 20 gl PCR-Ansdtze wurden in Doppelansétzen je RNA und Primerpaar angesetzt und
enthielten nach der Optimierung 4 gl cDNA, 0.5 pM eines Decamerprimer, 2.5 pM des
entsprechenden Ankerprimers, 0.2 pM dNTP, 10 pCi (0.25 pM) [a-*S]-dATP, 1 x
Replitherm Polymerase Puffer sowie 0.5 U Replitherm Polymerase (Epicentre). Die
PCR-Amplifikation wurde nach folgendem Protokoll mit Hilfe eines Autogene Il (Grant)
durchgefihrt :

1x 94°C 10min Denaturierung

40x 94°C 30sec Denaturierung
40°C  2min Primerannealing
72°C 30 sec Extension

1x 72°C 10min Extension

4 ul des PCR-Produktes wurden mit 4 pl Ladepuffer (Kap. B 2.10) versetzt, 3 min bei 80°C
denaturiert und auf einem 5%igen Sequenzgel (Polyacrylamid) aufgetrennt. Die unfixierten
Gele wurden auf Whatman 3MM Papier abgezogen, in einem Vakuum-Geltrockner
(PheroTemp, Biotec Fischer, Reiskirchen) bei 80°C fir 1 h getrocknet und anschlief3end ber

Nacht exponiert. Die Auswertung erfolgte wie in Kap. B 7.1 beschrieben.

Zur weiteren Anayse einzelner Amplifikationsprodukte wurden die Regionen, die
differentiellen Banden entsprachen, mdglichst genau mit einem scharfen Skalpell aus dem Gel
herausgeschnitten. Dazu wurde das getrocknete Gel mit einem 1:1 Ausdruck in Deckung
gebracht und die entsprechenden Regionen sauber markiert. Fir die Elution der DNA aus den
Polyacrylamidgel Resten wurden verschiedene Methoden ausprobiert. Die Methode nach
LutTersUsE (1995) mit Glykogen als Carrier erwies sich am geeignetesten. Dabel wurde das
herausgeschnittene Gelsttick 10 min in 50 Wl Wasser hydratisiert, 15 min bel 95°C inkubiert
und anschlief3end die DNA mit 0.3 M Natriumacetat (pH 5.2), 0.2 mg/ml Glykogen und 2.5
Vol. Ethanol gefdlt. Die optimierte ReamplifikationssPCR mit dem DNA-Pellet und den
entsprechenden Primern wurde unter den oben beschriebenen Bedingungen ohne radioaktiv
markiertes dATP aber mit einer hdheren dNTP Konzentration (32 uM) durchgefihrt. Bei
Banden, die zwar differentiell waren, aber nur ein schwaches Signal auf dem Film
verursachten, wurden entsprechende Bereiche aus mehreren Auftrennungen des jewelligen
PCR-Ansatzes ausgeschnitten, eluiert und spéter vereinigt, um ausreichend Matrizen DNA fir

die PCR-Amplifikation zu erhaten. Die Reamplifikationsprodukte wurden tber Agarosegel
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Elektrophorese tberpriift und bei Ubereingtimmung der Lange mit der differentiellen Bande
und deren Reinheit (Nebenprodukte) direkt Uber tUberhdngende A-Nukleotide in den Vektor
pCR2.1 (, T/A-Cloning” Kit, Invitrogen) kloniert. Jeweils 2 pl der Ligation wurden fir die
Transformation in kompetente Bakterien des Kits (Stamm TOP10) eingesetzt. Pro
Transformation wurden etwa 15 Kolonien tber Plasmid DNA Isolierung (Kap. B 6.6) und
Restriktionsverdau (Kap. B 6.7.1) anaysiert. Klone mit einem Insert der entsprechenden

Lange wurden sequenziert.

B6.54 5 -RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Das 5 -RACE wurde im nach einem verdndertem Original Protokoll von FroHmaN et al.
(1988) und mit Hilfe des entsprechenden Kits von Gibco/BRL (Eggenstein) nach
Herstellerangaben durchgefihrt. Nach einer reversen Transkription von Gesamt RNA mit
einem genspezifischen Primer (GSP), wurden Uberschiissige Nukleotide und der Primer mit
Hilfe des PCR Produkt Purification Kits (Boehringer, Mannkeim) aus dem Ansatz entfernt.
Die Tailing Reaktion mit Terminaler Transferase wurde entweder mit dATP' s (nach FRoHMAN
et a., 1988) oder mit dCTP's (Gibco/BRL) durchgefuhrt. 5 il der Tailing Reaktion wurden
als Template fur die erste PCR-Runde mit einem Oligo (dT) Anker Primer bzw. dem Abridged
Anchor Primer (Gibco/BRL) und einem nested GSP verwendet. Fur die zweite PCR-Runde
wurden 5 gl 1 : 100 verdinntes PCR Produkt der 1. Runde, der PCR-Anker Primer bzw. der
Backrace-Primer (modifizierter AUAP, Gibco/BRL) und ein weiterer nested GSP verwendet.
PCR-Produkte in einem Langenbereich von 1.4 bis 1.6 kb wurde mit Hilfe des ,, T/A Cloning”
Kits (Invitrogen) einkloniert und nach Verifizierung der Lange tUber Plasmidisolierung und
Restriktionsverdau (Kap. B 6.6; B 6.7.1) sequenziert. Die verwendeten Primer sind in Tabelle
A2 im Anhang aufgelistet. Die 50 Wl PCR-Ansdtze enthielten 0.4 pM der jewelligen
RACE-Primer bzw. GSP, 0.2 pM dNTP, 1.5 mM MgCl, sowie 2.5 U Tag DNA Polymerase
(Promega). Die PCR-Amplifikation wurde nach folgendem Protokoll durchgefthrt :

1x 94°C 2min Denaturierung

35x 94°C 1min Denaturierung
57°C 1min Primeranneding
72°C  2min Extension

1x 72°C 7min Extenson
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B6.55 RT-PCR

Die Reverse Transkription PCR wurde mit Hilfe des ,Titan One Tube RT-PCR” Kits
(Boehringer) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

B 6.6 Praparation von Plasmid-DNA

Die praparative Isolierung von Plasmid-DNA, die zur Klonierung, Sequenzierung und Trans-
formation eingesetzt wurde, erfolgte fur kleine Mengen mit dem , Plasmid Miniprep Kit -
Quantum Prep” der Firma Biorad (MUnchen) bzw. fir mittlere Mengen mit dem ,,Plasmid
Purification Midi Prep” Kit der Firma Qiagen (Hilden).

B 6.7 Enzymkatalysierte Reaktionen

B6.7.1 Restriktionsverdau

Restriktionsspaltungen von genomischer und Plasmid-DNA wurden nach den jeweiligen

Herstellerangaben mit verschiedenen Restriktionsenzymen (siehe Kap. B 2.4) durchgefihrt.

B 6.7.2 Teminae T Transferase

Die Verknupfung von dNTP's (dATP und dCTP) mit 3'-OH Enden von Doppel- oder
Einzelstrang DNA Molekilen wurde in einer Template-unabhangigen Reaktion mit Hilfe der
Terminalen Transferase (Boehringer) nach Herstellerangaben bzw. nach dem entsprechenden
5 -RACE Protokoll durchgefihrt.

B 6.7.3 Ligation

Die Ligation von Restriktionsfragmenten (Bam HI bzw. Eco RI) mit Gberstehenden Enden in
entsprechende Vektoren wurde mit Hilfe der T4-DNA Ligase (Boehringer) in eéinem molaren
Verhdltnisvon 3 : 1 (Insert/Vektor) fur 2 h bel 16°C durchgefihrt.
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B 6.8 DNA-Sequenzanalyse

DNA-Sequenzierungsreaktionen wurden nach der enzymatischen Didesoxykettenabbruch-
Methode fir doppelstréngige DNA nach Sancer et a. (1977) durchgefihrt. Dabei wurde
[a-*S] dATP und das ,, Sequenase Version 2.0" Kit (Amersham, Braunschweig) nach einem
veranderten Herstellerprotokoll verwendet. Der Denaturierungsansatz enthielt in einem
Gesamtvolumen von 7 pl 2 pg Plasmid-DNA, 1 pmol Primer (prUAQS oder prUAgQ3';
Anhang A2). Nach der Zugabe von 1 pyl 1mol/l NaOH wurde der Ansatz fir 10 min bel 75°C
denaturiert. AnschliefRend erfolgte die Zugabe von 2 pl TES-Puffer und eine Inkubation fir 15
min bei Raumtemperatur (Primerannealing). Die Labelling Reaktion bestand je Reaktion aus 1
gl 200 mmol/l DTT, 2 W Labelling Mix (Pharmacia; 1 : 5 verdinnt), 0.5 Wl [ a®*S] ATP und 2
M Sequenase (1 : 8 verdinnt in Enzym Dilution Puffer; Pharmacia). Dieser Mix wurde nach
dem Annealing zum Denaturierungsansatz zugegeben, anschliefend fir weitere 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert wurde. Zur Termination der Reaktion wurden 2.5 pl der vier
Terminationsmischungen einzeln in entsprechend markierte Mikrotiterplatten gegeben,
zusammen mit 3.5 pl der Labelling Reaktion bei 37°C fir 5 min inkubiert und anschlief3end mit
4 y Stoplosung gestoppt. Die resultierenden markierten DNA-Fragmente wurden Uber
denaturierende 6 % Polyacrylamidgele aufgetrennt. Nach Fixierung in 10 % Essigsaure fir 15
min wurden die Gele 10 min unter flieflendem, deionisierten Wasser gewaschen, auf der

Glasplatte getrocknet und anschlief3end exponiert und ausgewertet (Kap. B 7.1).

Im Verlauf dieser Arbeit wurden auch Sequenzierungen in Auftrag gegeben (MWG-Biotech,
Ebersberg; TopLab, Martinsried). Der Vollangenklon der aus Gerbera isolierten CY P-cDNA
wurde, um Sequenzierfehler zu vermeiden, beidstrangig sequenziert. Fir die Sequenzanayse
stand das Programm ,OMIGA 1.0 (Oxford Molecular, Oxford, Grof3britannien) zur
Verfiigung. Homologie Vergleiche zur GenBank Datenbank wurden tber den NCBI Server
mit dem Programm ,BLAST” durchgefiihrt (BLAST Search Advanced Blast Search 2.0 -
multiple sequence alignment; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast; ALtscHuL et al., 1997). Fur
multiple Sequenz-Alignments wurden die Programme ,ClustadW” (Multiple Sequence
Alignment 1.73; http://www.transfac.gbf.de/dbsearch.ntml; THompson et al., 1994) bzw.
»MuUltAlin” (Multiple Sequence Alignment Version 5.3.3; http://www.toulouse.inra.fr/
multalin.ntml; Correr, 1988) verwendet. Phyllogenetische Stammbdume wurden mit dem
Programm ,TREEVIEW” erstellt (Pace, 1996). Das Programm ,, SAPS’ (Statistical Analysis
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of Protein Sequences,; http://www.isrec.isb-sib.ch/cgi-bin/SAPS form_parser) wurde zur

Berechnung des Mol ekulargewichts verwendet.

B 6.9 Heter ologe Hefe-Expression

B6.9.1 Klonierungin Hefe Expressionsvektoren

Die kodierenden Bereiche der putativen Cyt P450 cDNA’s wurden in die Hefevektoren
pYeDP60 und pYES2 (Kap. B 2.9) wie in Ursan et a. (1994a) beschrieben einkloniert. Um
einen vollstdndigen Klon des Cyt P450 mit einem offenen Leserahmen (ORF), aber moglichst
wenig endogener 5’ nicht trandatierter Sequenz zu erhalten, wurde eine weitere PCR mit den
genspezifischen Primern CypFNS1H bzw. CypFNSIR (Anhang A2) und einer proofreading
DNA Polymerase (Kap. B 6.5.2) durchgefiihrt, um den Klon CYP93B2-ORF (Anhang A3c)
zu generieren. Dabel  enthielt der Forward Primer (CypFNSIH) eine Bam HI
Restriktionsschnittstelle direkt gefolgt vom ATG Startkodon und den néchsten zehn
genspezifischen Basen. Der Reverse Primer (CypFNSIR) war spezifisch fir den 3’ nicht
trandatierten Bereich des Gens. Um die Subklonierung in den Hefe Expressionsvektor
durchzufihren, wurde neben der eingefiihrten Bam HI Schnittstelle die interne Eco RI Stelle
des Vektors pCR2.1 (Kap. B 2.9) verwendet. Dazu wurde das Insert (CY P93B2-ORF) zuerst
mit Eco RI aus dem Plasmid pCR2.1 herausgeschnitten und nach Gelelution mit Bam HI
nochmals verdaut. Das so erhaltene Fragment besal3 eine Bam HI Stelle am 5'-Ende und eine
Eco Rl Stelle am 3'-Ende. Nach einer Reinigung mit dem ,,PCR Product Purification” Kit
(Boehringer), um das Eco RI - Bam HI Fragment des zweiten Verdaus zu entfernen, wurde
CYPO3B2-ORF in die ebenfals mit Bam HI und Eco RI gedffneten und gereinigten
Hefevektoren ligiert (Kap. B 6.7.3). Das Ligationsprodukt wurde anschlief3end in One-Shot-
Kompetentezellen des Stammes TOP10 (Invitrogen) zwischenkloniert. Der Ligationserfolg
wurde durch Plasmid DNA Prdparationen (Kap. B 6.6), anschlief3endem Restriktionsverdau
mit Bam HI und Eco RI (Kap. B 6.7.1), Langenbestimmung des Inserts auf einem Agarosegel
und Einzel strang-Sequenzierung (Kap. B 6.8) Uber die Schnittstellen Uberprft.
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B 6.9.2 Transformation von Hefezellen

Plasmid DNA, die das CYP93B2-ORF Insert enthielt, wurden in kompetente Hefezellen der
unter Kap. B 2.9 beschriebenen Hefestdmme nach einer modifizierten Lithiumacetat M ethode
mit 50 pug Carrier DNA transformiert (Gierz et a., 1992). Eine 5 ml Ubernachtkultur in
YPGA (Kap. B 2.11.2), angeimpft mit einer Kolonie des entsprechenden Stammes von einer
YPGA-Platte, wurde in 50 ml frisches YPGA Uberfuhrt und bis zu einer optischen Dichte
(ODegw) von 0.75 bis 0.8 herangezogen (28°C; 250 rpm). Nach dem Abzentrifugieren der zu je
10 ml aliquotierten Hefezellen (2 min bei 2.500 rpm) wurden diese einma in 10 ml Wasser
gewaschen, in 1 ml Wasser resuspendiert und erneut pelletiert. Es folgte ein zweiter
Waschschritt in 1 ml frischer TE/LiAc Lésung und anschlief3ender Resuspension in 50
TE/LiAc. Zu diesen Zellsuspensionen wurden 1 pg Plasmid DNA sowie 50 pg Carrier DNA
und 300 pl 40%ige PEG4000 Ldsung gegeben. Nach 30 min Inkubation bei 28°C und 120
rpm im Schiittelinkubator erfolgte ein Temperaturschock bei 42°C, der nach 15 min durch die
Zugabe von 1 ml YPGA und einer Zentrifugation (5 min; 2.500 rpm) beendet wurde. Das
Pellet wurde in 1 ml TE (pH 7.5) resuspendiert und auf SGI-Platten (Kap. B 2.11.2)
ausplattiert.

B 6.9.3  Anzucht und Induktion

Die Induktion der Hefezellen erfolgte nach Pompon et a. (1996). Dabei wurde je eine Kolonie
einer transformierten Hefe in 5 x 5 ml SGI-Medium angezogen und nach 16 h vollsténdig in
250 ml YPGE (Kap. B 2.11.2) Uberimpft. Bei einer Dichte von ODgy 0.8 bis 1.2 (8 x 10’
Zellen/ml) erfolgte die Induktion durch die Zugabe von 27 ml 20%iger Galaktose Losung.

Nach einer Inkubation von 12 bis 16 h wurden die Hefen geerntet und Mikrosomen isoliert.

B 6.9.4 Isolierung von Mikrosomen

Die Hefezellen einer 270 ml Kultur wurden geerntet (10 min; 5.000 x g), nach kurzem
Abtropfen in 27 ml TEK-Puffer (Kap. B 2.10) resuspendiert und fir 5 min bei RT inkubiert.
Anschlielend folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fur 5 min bel 4.000 rpm. Der

Uberstand wurde verworfen. Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C bzw. auf Eis
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durchgefuihrt. Das Pellet wurde vollstandig in 2.5 ml eiskaltem TES-B* (Kap. B 2.10) Puffer
resuspendiert. Nach der Zugabe von 7.5 g Glasperlen (Sigma) wurden die Hefezellen durch
kréftiges, vertikales Schiitteln (2 x pro s) aufgeschlossen. 20 Zyklen a 30 s schitteln und 30 s
Inkubation auf Eis wurden durchgefiihrt. Eine Kontrolle des erfolgreichen Aufschlusses
erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskopes. Nach dem kompletten Aufschluss wurden drei
Waschschritte mit 5 ml TES-B* durchgefiihrt und die jeweiligen Uberstande in einem frischen
Falcon vereinigt. Um letzte Zelbruchstiicke und Glasperlen aus dem Extrakt zu entfernen,
wurde noch ein Zentrifugationsschritt bei 16.000 rpm fir 10 min durchgefihrt. Der klare
Uberstand wurde in ein 25 ml Mefizylinder umgefiillt, in den bereits 940 pl 4 M NaCl (final
0.15 M) vorgelegt waren, und mit TES-B* auf 25 ml aufgefillt. Der gut vermischte Extrakt
und 2.5 g PEG 4000 (Fluka) wurden anschlief3end in ein frisches Falcon gegeben und das PEG
wurde durch heftiges Rihren vollsténdig gelost. Nach einer Inkubation auf Eis fur 15 min
wurden die Mikrosomen durch Zentrifugation bei 10.5000 rpm fur 10 min pelletiert. Nach
zweimaligem Waschen des Pellets mit TES-B* wurden die Mikrosomen in 1.5 ml TEG* (Kap.
B 2.10) in einem Potter homogenisiert, in Aliquots a 150 W in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -70°C gelagert.

B7 Sonstiges
B71 Radioaktivitatsmessungen

Die verschiedenen radioaktiven Signale aus Enzymtests, Differential Display, Hybridisierungen
und Sequenzierungen wurden mit Hilfe eines Fuji BAS 1000 Bio-Imaging Anayzer lokalisiert
und mit dem Software Packet TINA (Raytest, Straubenhardt, Deutschland) analysiert bzw.
quantifiziert. Zur Quantifizierung wurden entsprechende Standards aus EichlGsungen erstellt.
Die Radioaktivitat in waldrigen Losungen, z.B. bei der Probenmarkierung fir Hybridisierungen
wurden mit Hilfe eines Quick Counter Bioscan QC 4000 XER (Bioscan, Washington, USA)
bestimmt. Fir die Messung von [¥#P] in 100 W Flussigkeit wurde ein entsprechender
Quenchfaktor mit Hilfe einer Eichlésung erstellt und die jeweiligen Messungen bel einer
Zahldauer von 25 Sekunden durchgefihrt.
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C Ergebnisse
C1 Vorarbeiten

Wichtige Voraussetzungen fur eine erfolgreiche Klonierung der FNS I aus Gerbera sind zum
einen ein chemogenetisch definiertes Pflanzenmaterial und zum anderen der Nachwels der
genetischen Kontrolle der entsprechenden Enzymeaktivitdt. Ein umfangreiches definiertes
Pflanzenmaterial stand bereits zu Beginn der Arbeit zur Verfigung (TyracH, 1995).
Enzymaktivitét fur die FNS Il konnte bislang in Bliten verschiedener Pflanzenarten, wie z.B.
Antirrhinum majus, Dahlia variabilis, Snningia cardinalis und Gerbera Hybriden (Srorz und
ForckMANN, 1981; MarTeENs, 1995, SricH et a., 1988) nachgewiesen werden. Die fur die
entsprechenden Enzymtests benétigten [*C]-markierten Substrate lassen sich enzymatisch mit
Expressionsklonen der Chalkonsynthase synthetisieren (Kap. B 5.1). Mit den so hergestellten
Flavanonen konnte die FNS 11 aus den vorhandenen Gerbera Sorten und Linien nachgewiesen

und hinsichtlich verschiedener Eigenschaften charakterisiert werden (Kap. C 2.1).

C 1.1 Synthesevon [*C]-markiertem Naringenin und Eriodictyol

[“C]-markiertes 2SNAR und 2SERI wurde durch Umsatz von 3 Molekilen [“C]
2-Malonyl-CoA mit einem Molekll p-Cumaroyl-CoA bzw. Kaffeoyl-CoA nach BriTscH et .
(1981) und BritscH und GriseBAcH (1985) mit CHS- und CHI-Extrakten, die aus
Expressionsklonen bzw. Ammoniumsulfat Fallungen stammten, hergestellt (sehe Abb. 2 bzw.
Kap. B 5.1). Das jeweilige Produkt wurde in den Laufmittelsystemen 1 und 2 (Kap. B 4.2)
durch Co-Chromatographie mit authentischem NAR bzw. ERI identifiziert und gleichzeitig
quantifiziert. Der Umsatz zu NAR lag zwischen 70 und 80 %, der zu ERI bei etwa 40 %. Eine
weitere Bestéttigung der Syntheseprodukte erfolgte durch den Umsatz mit FHT-Extrakt, der
ebenfalls aus einem Expressionsklon gewonnen wurde (Lukacin und BritscH, 1997). Beide
Flavanone konnten unter optimalen Bedingungen zu 90 bis 95 % in das entsprechende
Dihydroflavonol umgesetzt werden (Daten nicht dargestellt). Damit konnte gezeigt werden,
dass die enzymatische Isomerisierung durch die CHI erfolgreich durchgefiihrt wurde und zu
einem sehr hohen Antell 2SNAR bzw. 2S-ERI entstanden ist. Nur diese Isomere werden im
weiteren Verlauf von den Enzymen der Flavonoidbiosynthese als Substrat akzeptiert. Das so
synthetisierte Substrat ermdglicht daher die Messung der FNS 11 Aktivitét in Gerbera.

- Seite 54 -



cz2 Chemogenetische und enzymologische Char akterisierung des Gerbera M aterials
C 21 Aktivitdtsnachweis

Die Flavanone NAR und ERI konnten in verschiedenen Pflanzen als Substrat fir die beiden
membrangebundenen Enzyme FNS 11 und Flavonoid 3'-Hydroxylase (F3'H) identifiziert
werden. Beide Enzyme kommen in der mikrosomalen Fraktion, hergestellt aus Blitengewebe
der jeweiligen Pflanze, vor und bendtigen fir ihre Aktivitét NADPH as Kofaktor (Abb. 14,
Srotz und ForkMANN, 1981; SricH et al., 1988). Eine Trennung der zwei Enzymaktivitdten
kann in Gerbera durch die Verwendung von genetisch definierten Linien, wie z.B. , Th58", as
Enzymquelle erreicht werden. Die Linie , Th58” besitzt ein dominantes Alle fns® fur FNS 11
Aktivitét aber auch dominante Allele fur die F3'H Aktivitét (f3'h*) und den bislang noch nicht
identifizierten Inhibitor (x*) der F3'H, der eine Hydroxylierungsreaktion unterbindet (TyYRAcH,
1995; Anhang A1la).

Eine Inkubation von RE der Linie ,Th58" mit markiertem NAR in Gegenwart des Kofaktors
NADPH ergab nur ein neues radioaktives Produkt. Dieses Produkt wurde durch
Co-Chromatographie mit authentischen Proben in den Laufmittelsystemen 1-4 (siehe Kap. B
4.2) eindeutig as Ap identifiziert (Tab. 4). Eine Zugabe von Fe*, Ascorbat und
2-Oxoglutarat, den Kofaktoren der bekannten 2-oxoglutarat-abhangigen Diooxygenasen FNS

R1

OH
HO o 2 NADPH,0, HO
L rT =
FNSII

R2 O
R1 R2 R1 R2
H H Liquiritigenin H H 7, 4 -Dihydroxyflavon
H OH Naringenin H OH Apigenin
OH OH Eriodictyol OH OH Luteolin

Abb. 14. Enzymatische Bildung von Flavonen aus ver schiedenen Flavanonen.
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| und FHT, fuhrte nur zur Bildung des entsprechenden Dihydroflavonols DHK, was einer
Aktivitdt der FHT entspricht. Wurde eine Racemat-Mischung von 252R-NAR verwendet,
konnte ein maximaler Umsatz von nur 50 % gezeigt werden, was auf eine stereoselektive
Reaktion der FNS Il aus Gerbera hindeutet. Der entsprechende Umsatz mit 2SNAR lag bei
Uber 90 %.

Tabelle 4. Rf-Werte (x100) der verwendeten Substrate und der resultierenden Produkte auf
Zellulose TLC-Platten.

Flavonoid Laufmittelsystem  (s. Kap. B 4.2)

1 2 3 4
Naringenin 87 59 89 92
Eriodictyol 68 47 81 84
Liquiritigenin 85
Apigenin 80 20 82 88
Luteolin 54 11 65 75
7, 4 -Dihydroxy- 78
flavon

C 2.2 Mikrosomale Lokalisierung und Kofaktorenabhangigkeit

Nach der Fallung von Mikrosomen durch Mg* enthélt diese Fraktion die hochste FNS I
Aktivitdt. Im Vergleich zum RE |&sst sich der Umsatz zum Ap um ca. das 3.5fache erhohen.
Im Supernatant des mikrosomalen Pellets kann dagegen nur noch eine sehr geringe Aktivitét
nachgewiesen werden. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die Reaktion deutlich vom
Kofaktor NADPH abhangt. Ohne NADPH konnte weder im RE noch in der mikrosomalen
Fraktion eine Aktivitét der FNS 11 nachgewiesen werden. Auch nach einer Substitution von
NADPH durch NADH konnte nahezu kein Umsatz zum Ap mehr gezeigt werden (Tab. 5). Bel
einer Inkubation des RE bzw. des Supernatants nach Falung in Gegenwart von Fe*,
2-Oxoglutarat und Ascorbat (s.0.) entstand das entsprechende Dihydroflavonol, was auf die
Aktivitét der losichen FHT schlieBen lésst (siehe Martens, 1995). Ein entsprechender

Versuchsansatz mit mikrosomalem Pellet zeigte wie erwartet keine Aktivitét der FHT.
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Tabelle 5. Mikrosomale Lokalisierung und Kofaktorenabhéngigkeit der FNS |l Aktivitat in
Gerbera Bliiten (" mit 10 ug Protein gebildetes Ap).

Enzymquelle Zugaben dpminAp
Rohextrakt ohne 0
NADPH 925
Fe**; Ascorbat; 2-Oxoglutarat DHK-Bildung
Mikrosomale Fraktion ohne 0
NADPH 3.305
NADH 90
Fe**; Ascorbat; 2-Oxoglutarat kein Umsatz
Supernatant des mikrosomalen Pellets ohne 0
NADPH 270
Fe**; Ascorbat; 2-Oxoglutarat DHK-Bildung

C 2.3 Zedt-, Proteinlinearitat, Temperatur- und pH-Optimum

Die Reaktion war linear mit der Zeit bis 25 min. Fir die Proteinmenge wurde eine Linearitédt
bis 30 ug Protein pro Test beobachtet (Abb. 15). Der htchste Umsatz von NAR zu Ap wurde
beobachtet, wenn der pH-Wert des Testsystems zwischen 7.0 und 8.0 lag und die Inkubation
bei 25°C durchgefihrt wurde (Abb. 16).

100 100
_o—o¢ 80 _— —

% /-~/
60 /w

40 / 40 /

20 20

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 100

Inkubationszeit [min] Proteinmenge [ug]

% dpm
% dpm

Abb. 15. Flavonbildung (relaviver Umsatz) in Abhéngigkeit von der I nkubationsdauer (links)
bzw. der Proteinmenge mit RE der Gerbera Sorte,, Th 58”.
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Abb. 16. Flavonbildung (relativer Umsatz) in Abhangigkeit vom pH-Wert des Testpuffers
(links) bzw. der Inkubationstemperatur mit RE der Sorte, Th 58”.

C24 Stabilitat des Enzyms

Um die Stabilitdt des Enzyms zu zeigen, wurde der Extrakt bei verschiedenen Temperaturen
vorinkubiert. Bel einer Inkubation des RE fur 45 min auf Eis oder bei 20 bzw. 25°C konnte
nur ein geringer Einfluss auf die Enzymaktivitét, etwa 20 % Verlust, festgestellt werden.
Hohere Temperaturen, hier 37°C, fuhren schon nach 15 min zu einer deutlichen Reduzierung
der FNS Il Aktivitdt (Abb. 17). Dadurch konnte gezeigt werden, dass der RE fur eine
Charakterisierung der Enzymaktivitét unter Standardbedingungen ausreichend stabil ist.

100

80
—e—10% Gly
—@— 10% Sac
- =A- = ohne

L agerdauer bel -70°C [Tage]

Abb. 17. Stabilitat der FNSI1I bei ver schiedenen Vorinkubationstemperaturen.
Die Aktivitéat der Kontrollreaktionen (ohne V orinkubation) wurde aleich 100 % ocesetzt.

- Seite 58 -



Blitengewebe, das direkt nach der Ernte in flissigem Stickstoff schockgefroren und

anschlief3end bel -70°C gelagert wurde, zeigte Uber eine Lagerdauer von 7 Wochen keinen

Verlust an extrahierbarer Enzymaktivitét (Abb. 18 oben).

% Aktivitat

% dpm

100 M
80
60
40
20
0 T T T . . . .
0 7 14 21 28 35 42 49
L agerdauer bei -70°C [Tage]
100
80
—e—10% Gly
—@— 10% Sac
- -A- - ohne

L agerdauer bei -70°C [Tage]

Abb. 18. Stabilitét der FNS 11 Aktivitat bel Lagerung.

Oben :

frisch geerntete Petden in % Aktivitdt bezogen auf Ausgangswert); unten : RE mit

verschiedenen Zuséizen (relativer Umsatz).

Nur ein geringer Verlust der Aktivitét der FNS 11 wurde beobachtet, wenn RE, der 10 % (v/v)

Glycerin oder Saccharose enthielten, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bel -70°C

gelagert wurde. Die Lagerungsdauer betrug bis zu 7 Wochen. Ohne die Zugabe von Glycerin

bzw. Saccharose konnte nach der Lagerungsperiode nur noch ca. 50 % der urspriinglichen

Aktivitat nachgewiesen werden (Abb. 18 unten).
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C 25 Sauerstoffabhangigkeit

Die Abhangigkeit der Reaktion von molekularem Sauerstoff wurde nach der Entfernung von
Sauverstoff aus dem Testsystem durch die Zugabe von Glucose und Glucose Oxidase
nachgewiesen (Kap. B 5.2.3). Unter absolut sauerstofffreien Bedingungen konnte weder mit

RE noch mit Mikrosomen eine Enzymaktivitdt nachgewiesen werden. Glucose, Glucose

Oxidase und Katalase besitzen keine direkte Wirkung auf die Enzymaktivtét (Abb. 19).

Front
NAR
Ap
Laufri chtung{
Test Kontrolle|| Glucose Glucose Katalase Glucose + Glucose +
oxidase Glucose Glucose
Oxidase Oxidase +
Katalase
% Aktivitét 100 100 100 100 0 0

C

Abb. 19. Abhangigkeit der FNS 11 Aktivitat von molekularem Sauer stoff.
Durchgefiihrt als Doppeltests je Ansatz und in % Aktivitét bezogen auf den Kontrollwert (= 100)
angegeben.

2.6

Eine Inkubation von markiertem ERI mit Enzymaufarbeitungen aus ,, Th58” und NADPH

Substratspezifitat
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fuhrte zur Bildung von Lu (Abb. 14), das ebenfals durch Co-Chromatographie mit
authentischen Proben in den Laufmittelsystemen 1-4 (Kap. B 4.2) identifiziert wurde. Unter
Standardbedingungen betrug die Umsatzrate vom ERI zu Lu etwa 45 % im Vergleich zu der




von NAR zu Ap. Bei einem gleichzeitigen Angebot beider Flavanone, wurde NAR gegeniiber
ERI bevorzugt. Ebenfalls umgesetzt wurde Liquiritigenin. Es entstand 7, 4’ -Dihydroxyflavon
(Tab. 6; Abb. 14).

Tab. 6. Substratspezifitat der FNS |1 aus Gerbera (jeweils bezogen auf das eingesetzte Substrat).

Substrat dpmin Ap dpminLu dpmin 7.4 -
Dihydroxyflavon

NAR 2350 (47%) # #

ERI # 1050 (21%) #

NAR + ERI 3000 (58%) 2350 (37%) #

Liquiritigenin # # 5750 (86%0)*

&  Test ohne kaltes Substrat; ca. 8000 dpm im Test (vgl. Kap. B 5.2.2).

C 27 Hemmstoffe

Eine starke Hemmung der FNS I Aktivité wurde mit den beiden bekannten Cyt P450
Hemmstoffen Ketokonazol und Ancymidol nachgewiesen. Dagegen zeigte Tetcyclacis, en
weiterer Cyt P450 Hemmstoff, keine hemmende Wirkung (Tab. 7). Uberraschenderweise
konnte die Reaktion durch die Zugabe von Fe**-lonen in verschiedenen Konzentrationen auf
nahezu Null reduziert werden (Abb. 20). Eine deutliche Hemmung konnte dartiber hinaus auch
nach der Zugabe von Diethylpyrocarbonat (DEPC), p-Chloromercuribenzoat, Fe**, Cu*- bzw.
Zr?*-lonen und Kaliumthiocyanat (KCN) nachgewiesen werden. EDTA, o-Phenantrolin oder
Diethyldithiocarbamat (DDC) zeigten dagegen keine wesentliche Wirkung auf die
Enzymaktivitét im Test. Die Zugabe von Kaliumrhodanid (KSCN), das Cyt P450 in Cyt P420
umwandelt (Imal und Sato 1967), hemmt ebenfalls die Aktivitét der FNS 1 (Tab. 7).

Die Zugabe von Cytochrom c, das in den Elektronentransport von der CPR zur terminaen
Oxidase beteiligt ist, zeigte in der verwendeten Konzentration eine starke hemmende Wirkung
auf die FNS |1 Aktivitét (Tab. 7).
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Tab. 7. Wirkung von verschiedenen Zusdtzen zum FNS |1 Test auf die Enzymaktivitét

Zusatz von FNS Il Aktivitét (%)
ohne 100
2mM EDTA 93
5mM KCN 58
10 mM KSCN 65
0.5 mM DEPC 67
0.1 mM Chloromercuribenzoat 78
2mM DDC 93
0.1 mM o-Phenanthrolin 110
2mM Fe** 9
2mM Fe* 33
2mM Cu?* 15
2mM Zn?* 19
50 uM Tetcyclacis 110
50 uM Ketokonazol 28
50 pM Ancymidol 40
50 uM Metyrapon 98
50 uM Cytochrom ¢ 19
100

. 80

:S

:g 60

X

< 40

S S~

20 ~—
0 . . . —
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

Fe”" Konzentration [mM

Abb. 20. Wirkung von verschiedenen Fe** Konzentrationen auf die Aktivitdt der FNS II.
Kontrollreaktion ohne Fe**-Zugabe gleich 100 gesetzt.
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C 2.8 Aktivitat Uber die Blutenentwicklung und Flavonakkumulation

Sowohl der Verlauf der Enzymaktivitdt der FNS Il as auch die Akkumulation von Flavonen
wahrend der Entwicklung der Knospen und Bliten wurde untersucht. Diese Untersuchungen
sollten Aufschluss dartber geben, in welchem Blitenstadium die hdchste Enzymaktivitét
vorhanden ist und damit aufzeigen, welche Knospen- oder Blltenstadien fur eine spétere
Isolierung von RNA besonders geeignet sind. Insgesamt betrachtet zeigte die FNS Il Aktivitét
einen glockenformigen Verlauf. Bereits im kleinsten Knospenstadium (Stadium 1; siehe auch
Abb. 10 in Kap. B 2.1) konnte Aktivitét der FNS Il gezeigt werden. Im weiteren Verlauf der
Blitenentwicklung steigt sie stetig an, um im Stadium 5 und 6 das Maximum zu erreichen. In
den folgenden Stadien sinkt die Aktivitét langsam ab. In den beiden letzten Stadien (10 + 11)
ist schliefdich nur noch eine geringe Aktivitdt nachweisbar. Die Akkumulation der Flavone
beginnt im Stadium 2 und steigt dann parallel zur Enzymaktivitdt an. Da der Gehalt an
Flavonen auch wahrend der Alterung der Blite konstant bleibt, kann davon ausgegangen

werden, dass es nicht zu einem Abbau oder zu einer Umlagerung der Flavone kommt (Abb.
21).

1,0 @- 25
= 41 \‘ >
< o8 & 20 ©
& s 2
X /‘ TE
= 06 155 |—e— Umsatz
% 04 y 10S |—e— Flavon
o
N y <
0,0 T ?- J| T T T T T T T O &

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Blitenstadium

Abb. 21. Darstellung der Enzymaktivitét der FNS|1 (spezifische Aktivitat) und der Ap
Akkumulation (in nmol Ap/10ul Extrakt) wéhrend der Blitenentwicklung in der Gerbera Sorte
» Regina’.
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C 29 Genetische Kontrolle

Standardtests mit Enzymaufarbeitungen von verschiedenen farbigen, aber auch farblosen
Linien, mit einem dominanten Alld fns* fuhrten im wesentlichen zu den selben Ergebnissen
wie fir die Linie , Th58” beschrieben (Abb. 22A). Dabel konnte mit Linien, die zusétzlich zur
FNS 11 auch F3'H Aktivitét besitzen (Genotyp f3'h* .; x X), auch die Bildung von ERI und Lu
beobachtet werden (Abb. 22B). Sowohl im RE as auch in der mikrosomalen Fraktion aus
Bluten von Linien mit rezessiven Allden (fns fns) konnte keine Enzymaktivitét der FNS 11
nachgewiesen werden (Abb. 22C). In entsprechenden Linien, die F3'H Aktivitédt besitzen (z.B.
,Clivia18-1"), konnte aber die Bildung von ERI gezeigt werden (Abb. 22D).

In Mischexperimenten, bei denen der Test sowohl Proteinextrakte dominanter als auch
rezessiver Genotypen enthielt, konnte keine Hemmung der Flavonbildung festgestellt werden
(Tab. 8).

A Ap B " Lu
ERI
=
Ap
NAR NAR
=
0 100 200 0 100 200
[mm] [mm]
C ” NAR D ﬂ ERI
=
=
NAR
S S
PEOTNE

0 100 200 0 100 200
[mm] [mm]

Abb. 22. Enzymatischer Umsatz NAR mit Proteinextrakten von verschiedenen Gerbera
Genotypen.
S: Start; F: Front.
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Tab. 8. Mischexperiment mit Rohextrakten aus, Th 58" und den drei definierten Mutanten , T1",
» 13" und, Clivia 18-1".

Enzymquelle dpmin Ap? Mischexperiment®
dpmin Ap

Th 58 1.780 1.645

T1 0

Th 58 1.780 1.580

T3 0

Th 58 1.780 1.770°
Clivia18-1 0

@ Standar dtest

b Sandardtest mit 1 : 1 Mischung beider Enzymaquellen

¢ entspricht der Summe der Radioaktivitat aus den drei entstandenen Produkten Ap, Lu und ERI. Die Linie

» Clivia 18-1" besitzt F3'H-Aktivitat.

C3 Genetische Studien

C 3.1 Sebstungsexperimente mit definierten Genotypen

Aus einer Kreuzung zwischen einem Genotyp (fns® fns’) mit Flavon-Akkumulation in den
Bliten und dementsprechend mit FNS Il Aktivitdt und einem flavonfreien Genotyp (fns fns)
ohne FNS II Aktivitét stand die heterozygote Sorte ,, Th 58" (Genotyp fns* fns) zur Verfligung
(TyracH, 1995). Aus einer Selbstungsnachkommenschaft dieser Sorte konnten 64
Einzelpflanzen (147-100 bis 147-163) aufgezogen werden. Ziel dieses Experimentes war es,
im Sortiment nicht vorhandene, homozygot dominante Linien fir den Locus Fns zu selektieren
und im weiteren Sinne ,isogene”’ Linien fur die Klonierung der FNS Il Uber differentielle

Screening Methoden bereitzustellen.

C 3.2 Biochemische Charakterisierung der Nachkommenschaft (147-1..)

Von alen 64 Einzelpflanzen wurden einerseits Anthocyanextrakte, andererseits Extrakte der
Ubrigen Flavonoidverbindungen, einschliefdich der Flavone, hergestellt. In alen Extraktionen
konnten Anthocyane nachgewiesen werden, wobei sowohl Pg- als auch Cy-Typen bzw.
Mischtypen nachgewiesen werden konnten. Beziiglich der Flavone wurde in 30 Pflanzen nur

Ap und in weiteren 18 Pflanzen zusétzlich Lu in unterschiedlichen Mengen gefunden. Ein
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hoher Flavongehalt korrelierte eindeutig mit einem geringeren Anthocyangehalt. 16 der
insgesamt 64 Einzelpflanzen enthielten keine Flavone und wiesen dementsprechend einen
hohen Anthocyangehalt auf (Abb. 23).

Abb. 23. Unter schiedlicher Anthocyangehalt in flavonhaltigen (links) und flavonfreien Gerbera
Bliten aus Selbstungsnachkommenschaft 147-1...

C 3.3 Enzymologische Charakterisierung der Nachkommenschaft (147-1..)

Enzymologische Untersuchungen von Knospen- und Blitenextrakten der 64 Einzelpflanzen
mit [“C]-NAR als Substrat und NADPH als Kofaktor bestétigten die chromatographischen
Ergebnisse. In dlen 16 flavonfreien Einzelpflanzen wurde weder im RE noch in
entsprechenden Mikrosomenpréparationen aus Knospen oder Bliten eine Aktivitét der FNS 11
gefunden. Dagegen wiesen RE und mikrosomale Préparationen aus Knospen und Bliten aller
flavonhaltigen Linien FNS Il Aktivitét auf, die allerdings in ihrer Hohe deutlich variierte. Die
Aufspaltung der Phanotypen in 48 flavonhaltige und 16 flavonfreie entspricht dem fir einen
monogenen Erbgang bel vollsténdiger Dominanz erwarteten Verhdtnis von 3 : 1.
AnschliefRende detaillierte enzymatische Untersuchungen unter Einbeziehung verschiedener
Knospen- und Blitenstadien zeigten, dald im wesentlichen zwei Expressionstypen auftreten. Es
konnten 17 Einzelpflanzen mit hoher FNS Il Aktivitét (> 50 % Umsatz zu Flavonen) und
Flavonmenge und 31 Pflanzen mit einer geringeren Aktivitdt und Flavonmenge klassifiziert
werden (siehe Anhang Alb). Die gefundenen Ergebnisse entsprechen weitgehend einer bei
unvollstandiger Dominanz (intermedidrer Erbgang) der FNS Il Expression erwarteten 1:2: 1
Spaltungsverhdltnis fir ein Gen mit zwei Allelen (Tab. 9). Beide Spaltungsverhdtnisse kdnnen

mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0.01 bel 2 bzw. 1 Freiheitsgrad (FG) angenommen
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werden. Zu beachten ist, dass die Einteilung der Nachkommen in die verschiedenen Klassen
willkdrlich, rein nach objektiven Beobachtungen wéahrend der Untersuchungen geschehen ist.
Die Enzymaktivitét wurde aus dem Umsatz mit NAR zu Ap abgeleitet und die Flavonmenge
wurde nur anhand von Dunnschichtchromatographie bonitiert. Detailiertere Untersuchungen

zu diesen Aspekten waren nicht Bestandteil dieser Arbeit.

Tab. 9. Aufspaltung der flavonhaltigen Typen in der Selbstungsnachkommenschaft der Sorte ,, Th
58" (Daten siehe Anhang Alb).

Kreuzung n flavon- flavon- 2 P
haltig fre
Th58xS |64 48 16 3:17 0.95-0.99
0.01
> 50% < 50% kein 2 P
Umsatz Umsatz Umsatz
17 31 16 1:2:1° 0.95-0.98
0.092
a fur {fns’ . : fnsfns} b fur {fns* fns" : fns" fns: fns fns}

C 3.4 Sdbstung von ver schiedenen, ausgewahlten 147iger Linien

Zur weiteren Absicherung der Genetik wurden einige Vertreter aus den drei Klassen mit den
putativen Genotypen fns® fns*, fns" fns und fns fns erneut geselbstet und hinsichtlich ihres
Flavongehaltes bzw. ihrer FNS |1 Aktivitét untersucht (Anhang Alc-€). Bei den geselbsteten
Linien handelt es sich um ,147-120" (hohe FNS Il Aktivitét; ,,147-2.."), ,,147-125" (geringe
FNS Il Aktivitét; ,147-3..”) und ,147-114" (keine FNS |1 Aktivitét; ,147-4..”). Aus den
erhaltenen Samen konnten 17, 27 bzw. 33 Einzelpflanzen bis zur Blite herangezogen werden.
Phanotypisch konnten in den Nachkommenschaften aus ,147-120" hauptsachlich schwach
gefarbte Blitentypen (geringer Anthocyangehalt; flavonhaltig), aus ,,147-114" dagegen nur
stark geféarbte Bliten (hoher Anthocyangehalt; flavonfrei) beobachtet werden. (Abb. 24 und
25). Anschliel?end wurde die FNS 11 Aktivitdt in Bluten aller Nachkommenschaften der
Selbstung ,,147-3..” und aus einigen (ca. 50 %) Vertretern der Selbstungen ,,147-2..” bzw.
,147-4.", die zufdllig ausgewéhlt wurden, getestet. In den ausgewdhiten Typen der
Nachkommen aus ,147-2..” und ,147-4..” konnte eine hohe bzw. keine Enzymaktivitét
nachgewiesen werden. Mit den Enzymextrakten der Linien ,147-3.” konnten die drei
unterschiedlichen Expressionstypen, die bereits fur die Selbstung ,147-1.." beschrieben
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wurden, nachgewiesen werden (Tab. 10). Diese Typen spiegelten sich auch in der
Farbauspragung der Bliten, die das komplette Spektrum von schwach bis stark geférbt
(Abb. 25). Beide

Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0.01 bel 2 bzw. 1 Freiheitsgrad (FG) angenommen werden.

zeigten, wieder Spdtungsverhditnisse  konnen mit  einer
Diese Ergebnisse belegen die Richtigkeit der postulierten Genotypen fir die erste Selbstung
und es konnten homozygot dominante Linien fur den Locus Fns (,147-120" plus , 147-2..")

und weitere rezessive Typen (,147-4..”) etabliert werden.

Tab. 10. Aufspaltung der flavonhaltigen Typen in der Selbstungsnachkommenschaft der Linie
»147-3.."” (Daten siehe Anhang Ald).

Kreuzung n flavon- flavon- 2 P
haltig fre
147-3..xS | 27 18 9 3:1° 0.3-04
1.00
> 50% < 50% kein 2 P
Umsatz Umsatz Umsatz
7 11 9 1:2:1° 0.5-0.6
1.22
a fur {fns’ . : fns fns} b fur {fns* fns" : fns" fns: fns fns}

Abb. 24 und 25 (Seite 69 bzw. 70). Phanotypen der verschiedenen Selbstungsnachkommen-
schaften.

Ausgangdlinie , Th 58” und hieraus postulierte bzw. durch weitere Selbstungen verifizierte
Genotypen.
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C4 M olekular biologische Unter suchungen

C4.1 Strategiezur Isolierung der FNSI11 cDNA aus Gerbera

Die vorangegangenen biochemischen und genetischen Untersuchungen mit verschiedenen
Gerbera Linien zeigten, dass die Bildung der Flavone durch das Gen Fns kontrolliert wird.
FNS II Aktivitdt konnte nur in Linien mit dominantem Alldl fns', nicht in Linien mit rezessiven
Allden (fns fns) nachgewiesen werden. Wie schon bei verschiedenen anderen Pflanzen gezeigt
werden konnte, betreffen diese Mutationen oft die Transkription (ForkMANN und HELLER, 1999
und Referenzen darin). Dadurch kdnnen verschiedene Methoden, die auf Unterschiede auf der
Transkriptionebene beruhen, zur Isolierung des entsprechenden Gens eingesetzt werden (z.B.
RDA, Differentia Display, differentielle Hybridiserung von Genbanken). Dartber hinaus
konnte eine deutliche Abhangigkeit der Hohe der Enzymaktivitdt der FNS Il vom
Entwicklungszustand der Blite mit einem Maximum im Stadium 5 bis 6 gezeigt werden (Abb.
21). Daher kann ein Maximum des entsprechenden Transkriptes in den Stadien 3 bis 4
erwartet werden. Diesist besonders fir die Isolierung der RNA fir das differentielle Screening
wichtig. Da die strukturelle Vielfalt innerhalb der PA50 Proteine sehr hoch ist, wurden mRNA
Populationen von flavon-akkumulierenden Gerbera Linien mit dominanten Allelen (fns™ fns';
»147-120) und flavon-freie Mutanten mit rezessiven Allelen (fns fns; ,,147-114") durch ein
modifiziertes Differential Display (DD-RT-PCR) verglichen. Diese auf PCR beruhende
Methode erlaubt den Vergleich von RNA-Populationen, die verschiedene genetische bzw.
physiologische Zustande reprasentieren, und damit die Identifizierung von Genen, die unter
diesen Bedingungen transkriptionell reguliert werden (BAUer et al., 1993; Liang und PARDEE,
1992, Lianc et da., 1993). Um vornehmlich Cyt P450 spezifische PCR Produkte mit Hilfe
dieser Methode zu erhaten, wurden die von ScHoprer und EBeL (1998) konstruierten
5 -Primers verwendet, die auf einen hoch konservierten Sequenzbereich pflanzlicher Cyt P450
zuriickzufiihren sind, und mit einem der drei degenerierten 3' Ankerprimer (Oligo A, C und G;
Anhang A2) kombiniert. Aus verschiedenen Cyt P450 spezifischen Motiven bietet sich
besonders der Bereich der Ham-Bindungsstelle mit den Aminosauren [PFG] an. Die
entsprechenden Kodons enthalten nur zwel degenerierte Positionen. BAuer et a. (1993),
zeigten, dass die sechs 3 -terminalen Nukleotide eines 5'-Primer genau mit dem Template
Ubereinstimmen sollten, um eine moglichst hohe Spezifitét zu erhalten. Um dies zu

gewdhrleisten, mussten nur acht nicht degenerierte Primer konstruiert werden, die ale
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Maoglichkeiten hinsichtlich des [PFG] Motives nutzen (Abb. 13; Kap. B 6.5.3). Andere hoch
konservierte Bereiche, in erster Linie das Ham-bindende Cystein, folgen dem [PFG] Motiv in
Richtung 3'-Ende und ermdglichen daher eine einfache Identifizierung des Cyt P450
Fingerprintes [PFGXGRRXCPG] in den Differentiad Display Fragmenten. Die dre 3
Ankerprimer (TMN; M = Wobble aus A, C und G; N = A, C oder G; 14mere) sind
ausreichend, um wahrend der reversen Transkription an die Poly(A) Enden aler mRNA’s zu
binden und erméglichen zudem die Aufteilung der RNA-Population in drel Unterpopul ationen.
Dies ist erforderlich, um bel der Auftrennung der Banden im Sequenzgel ein Uberschaubares
Muster zu bekommen. Durch die zwei Basen, die unmittelbar hinter dem Oligo(dT) Abschnitt
folgen - eine degenerierte M und eine spezifische N - wird eine hohere Spezifitdt der
Hybridiserung an den Anfang des Poly(A) Schwanzes gewahrleisten (Lianc et al., 1993). Da
das [PFG] Mativ zwischen 300 und 500 bp, bei einer erwarteten Lange des nicht trand atierten
Bereiches von 100 bis 300 bp, in Richtung 5'-Ende vom Poly(A) Schwanz lokalisiert ist,
besitzen die erwarteten Fragmente eine ungefahre Lange von 250 bis 500 bp und kénnen daher

mit Hilfe eines Standardsequenzgels (5 %) aufgetrennt und identifiziert werden.

Die DD-RT-PCR sollte zundchst putative FNS Il Fragmente liefern, mit denen im Anschluf3
die entsprechenden vollstdndigen Klone mit Hilfe weiterer PCR-gestiitzter Methoden oder
einer cDNA Bank isoliert werden konnen. Die Identifizierung der cDNA Klone kann durch
Sequenzierung, sowie durch Analyse der Transkriptionsmuster in unterschiedlichen Genotypen

bzw. Blutenstadien und durch funktionelle Expression in einem heterologen System erfolgen.

C 4.2 Isolierung von Gerbera cDNA Fragmenten, die fur differentiell expremierte Cyt
P450 Proteine kodieren

Nach einer Optimierung der PCR-Bedingungen, die aufgrund der kurzen und teillweise
degenerierten Primer erforderlich war, zeigte das auf DD-RT-PCR basierende Screening finf
differentiell expremierte Banden im GrofRenbereich von 250 - 500 bp (Abb. 26). Alle wurden
ausgeschnitten, eluiert, reamplifiziert und anaysiert. Zur Kontrolle der Integritét der
differentiellen Banden wurde zudem auch der Bereich aus der negativ Kontrolle auf die gleiche
Weise dluiert, reamplifiziert und analysiert. Dies war besonders sinnvoll bei Banden, die nicht
eindeutig differentiell erschienen (siehe Bande 1, Abb. 26). Die Sequenzdaten des PCR

Produktes DDd7a aus Bande 1 (Abb. 26) zeigten auf Aminosdureebene eine hohe Homologie
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Decamer 7 Decamer 6
OligoG | OligoC | Oligo A OligoG | OligoC | Oligo A
+ 4+ - - ++ - - + + - - ++ - -+ + - -+ + - -

400

300

200

Abb. 26. Cyt P450spezfische DD-RT-PCR mit den Decamer-Primern 6 und 7.

RNA Préparationen der flavonhatigen Linie , 147-120" (+) und der flavonfreien Linie ,147-114"
(-) wurden in unabhéngigen Wiederholungen gegeneinander verglichen. Die Decamer-Primer sind
mit einem der drei Oligo Primer kombiniert. Auf den zwel Gelen konnen drel der funf differentiellen
Banden sichtbar gemacht werden (Pfeile). Links sind die Werte des Langenstandards angezeigt.
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zu bekannten eukaryotischen Cyt P450 Sequenzen, einen offenen Leserahmen (ORF) mit dem
konservierten Fingerprint [PFGXGRRXCPG] und intaktem 5’'- bzw. 3'-PCR Primer (Anhang
A3a). Der ds CypDDd7a bezeichnete Klon reprasentiert den 3'-terminalen, kodierenden
Bereich beginnend mit der Ha&m-Bindungsstelle Gber 74 Aminoséuren (AS) und einen 186 bp
langen nichttrandatierten Bereich. Die Lénge des Fragments stimmte mit der anhand des Gels

bestimmten Groéfie Uberein.

C 4.3 Expression des Gerbera CypDD7a Gens

Um die differentielle Expression des erhaltenen Cyt P450 Fragmentes CypDD7a zu zeigen,
wurden Northern Blot Analysen mit Gesamt-RNA durchgefiihrt. Auf3erdem wurde in diesem
Zusammenhang die Expression Uber die 11 unterschiedlichen Blitenstadien und in
verschiedenen Geweben, Petalen und Laub, untersucht. Die unter hoch stringenten
Bedingungen durchgefiihrte Hybridisierung von Gesamt-RNA mit einer CypDDd7a cDNA
Probe, zeigte ein etwa 1.7 kb grof3es Transkript. Dieses Transkript wurde nur in genetisch
definierten, flavonhaltigen Gerbera Linien, den Sorten ,Th 58" und ,Regina’ mit jeweils
dominantem Allel (fns* .), nicht in flavonfreien Linien mit rezessiven Allelen fur den Locus Fns
und im Laub, das keine Flavone enthélt, gefunden. Die Transkriptionsrate des entsprechenden

Gens erreichte im Blitenstadium 4 eén Maximum, um dann relativ schnell wieder abzusinken

Gerbera , Regina“

. Regina (fns*.)
147-120 (fns' fns")
147-114 (fnsfng)

~ Laub

£

| Th58(fns" fng)
. Petruschka (fnsfns)

1 2 3456 7 8 91011

I ."

ca. 1.7 kb ‘

L B B o BN

25SrRNA i o TR T ......'m.

LES.

Abb. 27. Northern Blot Analyse mit dem Gerbera Cyt P450 Fragments.
links : verschiedene Genotypen; rechts : 11 unterschiedliche Blitenstadien der Gerbera-Sorte
»Regina’. Die mit EtBr angeférbte 25S ribosomale RNA dient als Ladekontrolle.
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(Abb. 27). Der Verlauf der Transkription steht im Einklang mit dem Verlauf der
Enzymaktivitdt bzw. der Akkumulation von Flavonen in Gerbera (Abb. 21). Damit konnte
gezeigt werden, dass das zum cDNA Klon CypDDd7a entsprechende Transkript ein

Expressionsmuster besitzt, wie esfir die FNS |1 erwartet wird.

C 4.4 Isolierung desentsprechenden full-length cDNA Klons zu CypDDd7a

Zur Isolierung des full-length cDNA Klons wurde 5 -RACE Technik gegentiber einem cDNA
Bank Screening bevorzugt. Dazu wurden mehrere genspezifische Primer (GSP1 bis 9) aus
dem bekannten Fragment abgeleitet. Nach zwei PCR-Runden wurde nur ausgehend vom
C-Tailing Ansatz mit der Primer Kombination GSP9 und backrace (sehe Anhang A2 und
A3a) ein 1.5 kb langes Fragment nach Gelelektrophorese beobachtet. Das erhaltene Fragment
(CypTABATA; Anhang A3b) zeigte wiederum eine hohe Homologie mit anderen bekannten
eukaryotischen Cyt P450 Sequenzen, einen ORF mit einem Startkodon, den konservierten
Bereich der Ha&m-Bindungsstelle und den intakten 3' genspezifischen PCR Primer (GSP9). Der
Klon CypTABATA reprasentiert daher den 5 kodierenden Bereich von 460 Aminosauren
beginnend mit einem 23 bp langen Leader. Alle im Verlauf der Klonierung Uber PCR
Methoden amplifizierten cDNA Klone sind zusammenfassend in Abb. 28 dargestellt.

Ham-Bindungsregion
Prolinreiche Region
Sauerstoff-Bi ndungsregl on

Hydrophober PAS0
Membran-Anker Fragmente
N-| [ 1 IAIBICIDI
_Qecana 7
] CypDDd7a
4_.
backrace Oligo A
—> .
CypTABATA
<_
GSP9
CypFNSIH
] CYP93B2-ORF
4_
CypFNSIR

Abb. 28. Amplifizierte PCR Fragmente im Verlauf der Klonierung.
CypDDd7a: differential Display Fragment mit den Primern Decamer 7 und Oligo A.
CypTABATA : 5-RACE Fragment (2. PCR-Runde) mit den Primer backrace und GSP9.
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C 45 Sequenzanalyse des Gerbera CYP P450 cDNA Klon

Sowohl die Nukleotidsequenz bzw. die abgeleitete Aminosduresequenz des Differentia
Display bzw. des 5'-RACE Fragmentes as auch die des vollstandigen cDNA Klons wurden
mit bekannten Sequenzen in der GenBank Datenbank unter Verwendung von ,BLAST
Search” (ALtscHuL et a., 1990) verglichen. In beiden Féllen zeigten die Nukleotidsequenzen
des Gerbera Klone mit der der Flavanon 2-Hydroxylase (F2H; CYP93B1) aus Glycyrrhiza
echinata L. (AkasHi et al., 1998; Accession Nr. AB001380) die grofte Homologie. Ein
Alignment des Gerbera Klons mit CYP93B1, erstellt mit Hilfe des Programms ,, Clustal\W”
(THomPsON et al., 1994), ergab eine Homolgie von 52 % auf der Nukleotidebene und 53 % auf
Aminosaureebene (Abb. 29; 58 % nach D. NeLson, personliche Mitteilung : hierbel wurden
Insertionsbereiche, die bei eéinem Alignment mit anderen Cyt P450's keinen Sinn ergaben,
nicht in das Alignment einbezogen. Demnach wurde der neu isolierte Klon nach der auf der
abgeleiteten Aminosduresequenz basierenden Cyt P450 Klassifizierung as CYP93B2
eingeordnet; nach den in Abb. 29 dargestellten Werten des , vollstdndigen” Alignments hétte
der Gerbera Klon in einer neuen Unterfamilie zugeordnet werden mussen). Der Klon
CYPO3B2 enthdlt eine 1.7 kb cDNA mit einem einzelnen offenen Leserahmen von 1516 bp,
der fur ein Polypeptid von 511 Aminosiureresten kodiert und einer kakulierten
Molekularmasse von 58.2 kDa entspricht. Das ATG Startkodon konnte durch
Sequenzvergleiche mit bekannten Cyt P450 aufgrund der hohen Homologie identifiziert
werden. Das Start-Methionin wird von einer 22 Aminosauren umfassenden Sequenz gefolgt,
die 16 hydrophobe Reste, zusammengesetzt aus mehreren Leucin, Isoleucin, Phenylalanin und
Prolin, besitzt (Anhang A3c). Im Anschluss an diesen hydrophoben Bereich folgt die Sequenz
[-PPXPXXXP-], die dem Konsensus der prolinreichen Region vieler Cyt P450 entspricht
(Yamazaki et a., 1993). Das Vorkommen eines weiteren Sequenzbereiches, der hoch
konservierte Aminosduren enthélt [-(A/G)Gx(D/E)T(T/S)-], steht im Zusammenhang mit der
Sauerstoffbindung bzw. Aktivierung. Schllissel elemente der sogenannten
Sauerstoffbindungstasche, die in der Domaine A (vgl. Abb. 29; Box 1) lokalisiert ist, sind das
konservierte Glycin-305 (entspricht G-248 in P450.m; Anhang A4), das 57 Aminosdurereste
aufwarts vom [-EALR-]-Motiv liegt, und das Threonin-309 (T-252 in P450.y). Dies deutet
daraufhin, dass das entsprechende Genprodukt zur sogenannten Gruppe A der Cyt P450 Gene
gehdrt (Durst und NEeLson, 1995). Diese Gruppe fihrt klassische Monooxygenisierung von

verschiedenen Substraten durch (ScHuLEr, 1996). Da es sich bel der Flavonbildung nicht um
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CYP93B2

CYP93B1
CYP93B2
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CYP93B1
CYP93B2

CYP93B1
CYP93B2

CYP93B1
CYP93B2

CYP93B1
CYP93B2

CYP93B1
CYP93B2

CYP93B1
CYP93B2

- MEPQLVAVSVLVSAL| CYFFFRPYFHRYGKNLPPSPFFRLPI | GHVHM. GPLLHQSFHN
NNTLCLIFLLFFFPTLLFLYCLPYKRNQNHRRLPPSPPS-FPIIGHLHHLGPLIHQSFHA

** * %k % % ***** * **** * %k % %

L SHRYGPL FSLNFGSVLCVWASTPHFAKQLLQTNELAFNCRI ESTAVKKLTYESSLAFAP
LSTRYGSLI HLRLGSVPCVVWVSTPDLAKDFLKTNELAFSSRKHSLAI DHI TYGVAFAFAP

**% k*x*x * * *k*k *k*x *kxkx%x * % * kkkk k% * * % * % * K kK

YCDYWRFI KKLSMNEL L GSRSI NNFOHL RAQETHQLLRLLSNRARAFEAVNI TEELLKLT
YGTYMKFIKKLFTVELLGWCNLSHFLPIRTHEIRELLRTLNVKSRAKERVNLTEELLKLT

* % ** *kkk*k **** . . i .*..* ..*** * ..** * ** *kkkkkk*k
NNVI S| MWG- - - - - - - - EAEEARDVVRDVTEI FGEFNVSDFI W.FKKMDL QGFGKRI ED
NNVI SQUMVSI RCSGTNSEADEAKNL VREVTKI FGQFNVSDFI WFCKNI DL QGFKKRYEG

*kkkk*x *x%x * % k% Kk Khkhk kkk kxkkkkkk * *khkkhkk **x %

LFQRFDTLVERI | SKREQTRKDRRRNGKKGEQESGDG RDFLDI LLDCTEDENSEI KI QR
THRRYDALLERI | MGREENR- - RRGKI KDGE- - - G- - - KDFLDMLLDVLEDGKAEI KI TR
.*.*.*.**** **..* * % * k% * .****.*** * % .**** *
1 2
VHI KALI MDFFTIAGTDTTAI STEWALVEL VKKPSVL QKVREEI DNVMGKDRLVEESDCPN
DHI KALI LDFLTIAGTDTTAI Al EWALVEL I NNPNAL BKARCQE! DQVI [GDERLVQESDTPN
******.** *******k*. *******. * *.* * *** *x b -***.***.**
3
LPYLQAI LHETFRLHPPVPMWTRRCVAECTVENYVI PEDSLLFVNVWEI GRNPKFWDNPL
LPYI QAI | KEALRLHPPI PMLI RKSTENVI VQGYDI PAGTLLFVNI W8I GRNPQCWETPL
***.***.** *k***-**. *.. *-.* * % -*****.*******. *..**
4 5
EFCPERAL KL EGDSSGVVDVRGSHFQL L{PFGSGRRMCPGVSLAMQEVPALLGAI | QCFDF
EFKPHRAL DG GDLKSSLDI KGHNFQL L{PFGT GRRGCPGVNLAMREL SVWVI ANLI QCFDW

EE N EE 4 0 * % * * *hkhkklkxx *kk Kk klk kxx % * %k % %
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DWCER- - ------- LLNTDERAGL TAPRAVDFVCVPLER- - - GNTLKI LGSN

* % % * kkk kxkkkkk *khkkk x% * * % %

Abb. 29. Sequenzalignment von CYP93B1 und CYP93B2 (ClustalW).

Waagerechte Striche zeigen Gapes an, die eingefiihrt wurden, um das Alignment zu maximieren.
Sterne entsprechen identischen oder konservierten Bereichen in beiden Sequenzen und Punkte zeigen
konservierte Substitutionen an. Box 1 entspricht der putativen Sauerstoffbindungsregion in der
Doméne A, Box 2 dem hochkonservierten Decapeptide (ScHorrer et al., 1998), Box 3 (Doméne B)
und 4 (Doméne C) hoch konservierten Bereichen in Cyt P450 mit unbekannten Funktionen und Box 5
der Ham-Bindungstelle (Domane D).

eine Monooxygenierung im eigentlichen Sinne handelt wurden in Tab. 11 verschiedene

bekannte Cyt P450 Sequenzen bezlglich ihrer putativen Sauerstoffbindungsregion verglichen.
Mit Ausnahme der Allenoxid Synthase (AOS; CY P74; Song et al., 1993) und der Berbamunin

Synthase (BS; CYP80; Krauss und KuTcHAN,

1995) handelt es sich um klassische

Monooxygenasen. Die vermutlich in Chloroplasten lokalisierte AOS bendtigt fir ihre Reaktion

keinen Sauerstoff. Das charakteristische Threonin-252 (bezogen auf P450m) ist durch ein
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Isoleucin ersetzt. Eine dhnliche Substitution ist bei der BS in Position 248 (P450.m) zu finden.
Das erwartete Glycin ist durch ein Prolin ersetzt. Die BS baut keinen aktivierten Sauerstoff ins
Produkt ein, sondern fuhrt eine klassische Oxidase Reaktion durch. Im Gerbera Klon kann
dagegen keine aufféllige Substitution in diesem Bereich festgestellt werden (Tab. 11). Das
Motiv [-EXXR-], am Ende der Domain B (Abb. 29; Box 3), und ein weiteres, [-PXRF-] (Abb.
29; Box 4), 52 Aminosaurereste weiter abwérts am Ende der Domain C gelegen, zeigen eine
hohe Konservierung, wobei deren Funktion unter den Cyt P450 Sequenzen bislang unbekannt
ist. 20 Aminosdurereste abwarts der Sauerstoffbindungsregion befindet sich aulRerdem ein in
der CY P93 Unterfamilie hoch konserviertes Decapeptid [-K(A/V)R(Q/E)EXXXV (V/I)-] (Box
2). Dieser Sequenzbereich wurde durch Proteinreinigung und Mikrosequenzierung aus
Elicitor-induzierten Sojabohne Zellen isoliert und anschlief3end zur Klonierung der D6aH
(CYP93A1) verwendet (ScHorrer et al., 1998). In CYP93B2 ist das Adenin an Position 8 des
Decapeptides durch ein Glutamin-336 und das Valin an Position 10 durch ein Isoleucin-338
ersetzt. Ein weiterer hoch konservierter Bereich befindet sich in der Domain D zwischen
Prolin-439 und Glycin-449. Dieser Bereich enthélt die acht hoch konservierten Aminosauren
des bereits erwdhnten Cyt P450 Fingerprints, der Ham-Bindungsregion (Box 5). Demnach
entspricht das Cystein-447 dem Ham-Bindungsligand in diesem Enzym.

Tab. 11. Vergleich der Aminosdurereste der Distal Helix von ausgewahlten Cyt P450.
(weitere Beschreibungen und Referenzen sind im Anhang A4 dargestellt).

Cytochrom Herkunft Accession Nr. | Sequenz

P450cam Pseudomonas putida | P00183 LLLVGE.DTVVNFLSF
CYP74 Linum usitatissimum u00428 FNSWGEGHKI LFPSLIMK
CYP80 Berberis stolonifera U09610 ETFGPGSDTNSNI | EW
CYP93B1 Glycyrrhiza echinata | AB001380 DFFTAGTDTTAI STEW
CYP93B2 Gerbera Hybriden AF156976 DFLTAGTDTTAI Al EW
CYP73A4 Catharanthusroseus | 232563 NI NVAAI ETTLWSI EW
CYP73A12 Zinnia elegans U19922 NI NVAAI ETTLWSI EW
CYP73A14 G. echinata D87520 NI NVAAI ETTLWSI EW
CYP75A3 Petunia Hybriden 222545 NLFTAGTDTSSSAI EW
CYP75A8 C. roseus AJ011862 NLFTAGTDTSSSVI EW
CYP75B2 P. Hybriden AF155332 NLFVAGTDTSSSTVEW

Das Ergebnis einer phylogenetischen Analyse verschiedener Cyt P450, die an der Biosynthese
von Phenylpropanoiden bzw. Flavonoiden beteiligt sind, ist in Abb. 30 dargestellt. Es zeigt,
dal} der Klon CYP93B2 die groRte Ahnlichkeit mit den Mitgliedern der CYP93-Familie

besitzt. Alle anderen CY P-Familien weisen wie erwartet eine entferntere V erwandtschaft auf.
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C4H CYP73A4
Catharanthus roseus

C4H CYP73A12

Zinnia elegans

F5H CYP84A2
Lycopersicon esculentum

F5H CYP84A3

o Liquidambar styraciflua

F3'H CYP75B2
Petunia Hybrida

F3,5H CYP75A1
P. Hybrida

F3',5'H CYP75A8
C. roseus

??? CYP93E1
Glycine max

??? CYP93A3
G. max

D6aH CYP93A1
G. max

??7? CYP93A2
G. max

FNSII CYP93B2
Gerbera Hybrida

F2H CYP93B1
Glycyrrhiza echinata

2-HISCYP93C1
G. max

??? CYP93C2
G. echinata

??? CYP93C3
Cicer arietinum

Abb. 30. Phylogenetische Analyse von pflanzlichen Cyt P450, die direkt oder indirekt in den

Flavonoidbiosyntheseweg verwicket sind.
Referenzen und Accession Nummern sind im Anhang A4 dargestelit.

C4H : Zimtsaure 4-Hydroxylase; F5H : Ferulat 5-Hydroxylase; F3'H : Flavonoid 3'-Hydroxylase;
F3',5H : Flavonoid 3', 5'-Hydroxylase; D6aH : Dihydroxypterocarpan 6a-Hydroxylase; FNS |1 :
Flavonsynthase I1; F2H : Flavanon 2-Hydroxylase; 2-HIS : 2-Hydroxyisoflavonsynthase.
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C 4.6 Expression der Gerbera CYP93B2 cDNA in Hefe

Um die Funktion des Proteins, das durch die isolierte cDNA kodiert wird, zu verifizieren
wurde das Insert CYPO93B2-ORF (Abb. 28, Anhang A3c) in de zwe
Hefeexpressionsvektoren pYeDP60 bzw. pYES2 einkloniert und in vier unterschiedliche
Hefestamme transformiert (Kap. B 2.9). Beide durch Galaktose induzierbaren Vektoren
eignen sich, eingefiihrte Fremdgene, wie z.B. rekombinante Cyt P450’'s, Uberzuexpremieren.
Dazu wurde eine weitere PCR mit den genspezifischen Primern (CypFNS1H/R; Anhang A2)
durchgefuhrt, um das Klonieren des vollstandigen ORF des CYP93B2 Gens ohne endogene,
5 nichtkodierende Sequenzbereiche zu gewéhrleisten. Dies ist notig, da Uberflissige 5
nichttrandatierte Bereiche von Fremdgenen in einigen Falen die Genexpression in Hefen
negativ beeinflussen (Pompon et al., 1996). Deutliche Enzymaktivitét der FNS 11 konnte in
Mikrosomenprgparationen aus galaktose-induzierten Zellen der Hefestamme W(N), WAT11,
WAT21 und INV Scl, die jeweils mit einem der beiden Vektoren mit dem Insert transformiert
wurden, nachgewiesen werden (exemplarisch fir die Kombination INV Sc1-pYeDP60 in Abb.
31 dargestellt). Enzymaktivitat konnte aber auch im Standardtest mit RE (Uberstand nach dem
Aufschluld der Hefezellen) in Gegenwart von NADPH nachgewiesen werden; daher war es
nicht zwingend erforderlich, Mikrosomen zu isolieren. RE und Mikrosomen aus nicht- oder
nur mit den beiden Vektoren transformierten Hefen bzw. nicht induzierten transformierten
Hefen und Tests ohne NADPH zeigten dagegen keine Aktivitét (Daten nicht dargestellt). Das
resultierende Produkt aus den Enzymtests mit NAR as Substrat wurde durch
Co-Chromatographie mit authentischen Flavanonen und Flavonen in vier verschiedenen
Laufmittelsystemen (1-4; Kap. B 4.2) ds Ap identifiziert. Dieses Ergebnis zeigt, dass das
cDNA Insert des isolierten Gens fur eine funktionelle FNS Il kodiert, welche in der Lage ist
die Bildung des Flavons Ap aus dem Flavanon NAR zu katalysieren. Darlber hinaus kann die
Gerbera FNS Il in diesem heterologen System stabil expremiert werden und ist in der Lage
mit den heterologen CPR’s, fur die im INV Scl-pYeDP60 System eine spezifische Aktivitét
von 17 mkat/kg Protein gemessen wurde, der Hefen W(N) und INV Scl bzw. aus Arabidopsis
thaliana, die zusdtzlich in den Hefestammen WAT11 und WAT?21 ausgepragt wird, zu

interagieren.
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INV Sc1-pYeDP60 NAR 1

INV Sc1-pYeDP60/
CYP93B2-ORF

Ap NAR

Abb. 31. Test der FNS |1 Aktivitat mit Mikrosomen aus transfor mierten Hefezellen.

C 4.7 Northern- und Southern-Blot Analyse mit CYP93B2

Der veifizierte FNS 1l Klon CYP93B2-ORF wurde als [*P]-markierte Probe zur
Hybridiserung von RNA-Blots mit Gesamt-RNA isoliert aus Petalen verschiedener
Genotypen bzw. verschiedener Blitenstadien der Sorte ,,Regina’ und Bléttern verwendet. Wie
bereits mit dem Differential Display Fragment CypDDd7a gezeigt, konnte ein etwa 1.7 kb
grofRes Transkript nur in Petalen von Linien mit dominantem Allel fir den Locus Fns
nachgewiesen werden. Rezessive Linien bzw. die Laubblé&tter, in denen natirlicherweise keine
Flavone gebildet werden, zeigten dagegen unter stringenten Bedingungen keine
Hybridisierungssignale (Abb. 32). Die Hohe der Expression des Transkriptes wurde auch tber
die Entwicklung der Blite in 11 verschiedener Entwicklungsstadien bestimmt. Bis zum
Blitenstadium 4 steigt das Transkript an, um dann rasch wieder abzufalen. Ab dem
Blitenstadium 8 ist kein Hybridisierungssignal mehr nachzuweisen. Der hieraus resultierende
Transkriptionsverlauf korreliert mit der bereits bestimmten Enzymaktivitdt der FNS Il bzw.
der Flavonakkumulation in Gerbera (Abb. 33).
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ca. 1.7 kb

25SrRNA

Abb. 32. Northern Blot mit verschiedenen Genotypen und Laub.

Die mit EtBr angeférbte 25S ribosomale RNA dient a's Ladekontrolle.
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Abb. 33. Transkript Menge, FNS Il Aktivitéat und Flavonakkumulation in der Gerbera Sorte

» Regina’.
Die Maximawerte der Transkriptmenge und hier auch der Enzymaktivitét wurden gleich 100 gesetzt.
Umsatzdaten entsprechen denen in Abb. 21; dort angegeben as spezifische Aktivitéat.
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Dartiber hinaus wurden Blots mit genomischer DNA, isoliert aus Laubbléttern der Sorte
»Regina’, mit der gleichen Probe hybridisiert. Die DNA wurde mit sieben verschiedenen
Restriktionsendonukleasen verdaut, wobei nur Xho | innerhab der Probe spaltet (siehe
Restriktionskarte in Abb. 34). Die DNA-BIots zeigten unter stringenten Bedingungen nur eine
Hybridisierungsbande. Zwei oder mehr Hybridisierungsbanden wurden nur mit der durch Eco
RI und Xho | verdauten DNA identifiziert (Abb. 33). Dieses einfache Hybridisierungsmuster

stimmt mit einen einfachen Kopie des CY P93B2 Gens Uberein.

Lambda DNA/
Eco 471 Marker 13 1 2 3 4 S 6 7
(MBI)

bp

8126 >

6555 >

3676 >

2605 >

CYP93B2
1697 bp

Taal Hinf
¥hal Hinfl Hinell
Taq|| Alul | Mspl

Hinfl
Hinfl
Rsal

Alul
Haelll Hinfl Haelll

HelEIII| Taqgl .l\lu\‘

Rsal Pyull
Hlm:\l| Hinfl Rsal Alul

Haelll Hinfl

Abb. 34. Genomischer Southern Blot von Gerbera mit dem kompletten cDNA-Klon.
Restriktionsenzyme: 1 - Bam HI; 2- EcoRI; 3- EcoRV; 4- Hind I1l; 5- Kpn |; 6 - Scal; 7 - Xho
I

Die Zahlen links entsprechen dem DNA Gréf3enstandard (bp). Unten : Schema der cDNA mit
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D Diskussion

Nach laufenden Schéatzungen kommen in Pflanzen mehr as 200.000 verschiedene sekundére
Metaboliten vor, von denen bis heute héchstens 10 % charakterisiert werden konnten (Durst
et al., 1994). Viele von diesen Verbindungen besitzen eine hohe wirtschaftliche Bedeutung.
Eine Gruppe dieser Metaboliten sind die weltverbreiteten Flavone, die as gelbe
Blitenpigmente (Harsorng, 1978), als Copigmente bel der Farbausprégung in Bliten
(ScotT-MoncriErr, 1936; Goto und Konpo, 1991), as Induktor der Kndllchenbildung bel
Leguminosen (Peters et a., 1986; Firmin et al., 1986; Repmonp et a., 1986), as Signa
Verbindung in verschiedenen Insekt-Pflanzen Wechselwirkungen (HarsornE und GRAYER,
1994), as bioaktive Substanz bei der Erndhrung von Menschen und Tieren (MipbLeTon und
Kanbawami, 1994; Bonm et a., 1998) und als Wirkstoff in verschiedenen Arzneimitteln
(Rice-Evans und Packer, 1998) eine wichtige Rolle spielen. Die Bildung der Flavone und
einiger anderer sekundérer Metaboliten wird unter anderem durch Enzyme aus der Klasse der
Cyt P450 katalysiert. Die Klonierung von pflanzlichen Cyt P450 Genen mit Hilfe von
entsprechenden Sequenzinformationen aus Proteinreinigungen wird vor alem durch die
Tatsache erschwert, dass es sich bel den Enzymen um membran-gebundene Proteine handelt,
die nur in geringem Mal%e im Gewebe vorkommen und fir eine Reinigung oft nicht stabil
genug sind. Wahrend einige Gene, die fur verschiedene pflanzliche Cyt P450’s kodieren, mit
Hilfe der konventionellen, biochemischen Methoden identifiziert wurden, sind viele andere
durch PCR-gestiitze Methoden isoliert worden. Dies wurde erst aufgrund der Verfligbarkeit
von zahlreichen Cyt P450 Sequenzen und den daraus abgeleiteten konservierten
Sequenzmerkmalen moglich (BoLweLL et a., 1994). Fur einen Grof¥teil dieser Cyt P450 Gene
konnten jedoch noch keine Funktion nachgewiesen werden. Dies ist zum einen auf die
begrenzte Verfugbarkeit von entsprechenden Substraten und zum anderen auf eine fehlende
Enzymaktivitdt bzw. eine fehlendes Testsystem zurtickzufiihren. Auch Homol ogieschliisse sind
nur teilweise erfolgreich, da schon geringe Unterschiede in der Primérsequenz eine drastische
Veranderung der katalytischen Funktion bewirken kdnnen (Linbserc und NEeaisHi, 1989). Die
Verfugbarkeit von Mutanten, die in einem definierten Schritt, der z. B. durch ein Cyt P450
katalysiert wird, blockiert sind, bietet nun aternative Méglichkeiten, um pflanzliche Cyt P450

zu klonieren und erlaubt es, eine eindeutige Verbindung zwischen diesem Gen und der
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Funktion des kodieren Proteins aufzustellen (HoLTon et al., 1993; WINKLER und HELENTJARIS,
1995; Szekeres et a., 1996).

Aus dem Flavonoidbiosyntheseweg sind bis heute bereits eine Vielzahl von Strukturgenen
(cDNA und/oder genomische Klone) isoliert und charakterisiert worden, die die Aktivitat von
gpezifischen Enzymen in verschiedenen Pflanzen kontrollieren (Davies und ScHwinn, 1997).
Viele dieser Gene kénnen zur Veranderung von Blitenpigmentierung verwendet werden.
Unter diesen befand sich jedoch bidang kein Gen, welches die Enzymaktivitdt fur die
Flavonbildung (hier FNS 1) kontrolliert. In Gerbera Hybriden ist das Gen Fns, das vermutlich
fur diesen Biosyntheseschritt verantwortlich ist, chemogenetisch beschrieben worden (TyrAcH,
1995; TyracH und Horn, 1997).

Wegen der Bedeutung der Flavone im pflanzlichen Stoffwechsel und al's bioaktive Substanz ist
es aul¥erst wichtig, die Prozesse, durch welche die Bildung dieser Flavonoidklasse induziert
wird und durch welche die unterschiedlichen Funktionen festgelegt werden, auf der
biochemischen und molekularen Ebene zu charakteriseren. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konnte erstmalig die FNS |1 aus Gerbera biochemisch charakterisiert, deren Kontrolle
durch ein definiertes Gen dargestellt und ein entsprechender cDNA Klon, der fir die FNS |1

kodiert, kloniert und expremiert werden.

D1 Biochemische Charakterisierung der FNSI |

Ein mdglichst vollstandiges Wissen zur Biochemie der Blitenfarbe einer Versuchspflanzenart
ist von grof3er Bedeutung fur deren Modifizierung tber ,, genetic engineering” (Mever, 1991).
So konnte z.B. im erfolgreichen Transformationsexperiment von Mever et al. (1987), bei dem
Pelargonidin-Derivate as neue Pigmente in Petunia Hybriden etabliert wurden, auf die
Kenntnisse aus vorangegangenen biochemischen Arbeiten, die unter anderem die
Substratspezifitét der verschiedenen Flavonoidbiosynthese Enzyme betrafen, zurtickgegriffen
werden. Der Pigmenttyp bzw. dessen Konzentration sowie die biochemische Charakterisierung
kann fir die verschiedenen Pflanzenarten durch die Verwendung von unterschiedlichen, gut
entwickelten Methoden durchgefiihrt werden (MARkHAM, 1982; HARBORNE, 1988; MARKHAM
und Geicer, 1994; ForcMANN und HeLLer, 1999 und Referenzen darin). Durch

chemogenetische Analysen, Vorstufen-Fitterung, Enzymtests, Hemmstofftests oder in vitro
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Rekonstitutionsexperimenten mit isolierten Pigmenten an verschiedenen Sorten und Linien
einer Art lasst sich ein Modell des jeweilig vorhandenen Pigmentmusters bzw. des
Biosynthesaweges erstellen. Zudem lassen sich Mutanten charakterisieren und die moglichen
Wege einer genetischen Modifizierung vorab hinsichtlich ihrer moglichen Wirkung testen
(Substratspezifitét, Hemmungen). Diese Ergebnisse dienen as Grundlage fur die Auswahl
geeigneter Sorten, die fir eine Transformation mit einem spezifischen Gen in Frage kommen,
und fur eine erfolgreiche Einfihrung der jeweiligen Gene (ForkMANN, 1993). Intensive
Untersuchungen der Flavonoidbiosynthese sind fur einige wichtige Zierpflanzen, wie z.B.
Dendranthema (ScHwinn et al., 1994) und Gerbera (TyracH, 1995; TyracH und Horn, 1997,
MAaRrTENS und ForkMANN, 1996), durchgefiihrt worden und bieten nun die Moglichkeit, gezielte
klassische Zichtungsansétze oder gentechnische Experimente zur Etablierung neuer

Blitenfarben bzw. anderer Flavonoidmuster zu planen.

Ein Enzym, das die Bildung der Flavone katalysiert, die FNS IlI, wurde bereits in
Blltenextrakten von verschiedenen Pflanzenarten (Storz und Forkmann, 1981; SricH und
ForkMANN, 1987; SrticH et a., 1988; SticH und ForkmANN, 1988) und unter osmotischem
Stress auch in Glycine max Zelsuspensionskulturen (KocHs und GriseBacH, 1987)
nachgewiesen und teilweise charakterisiert. Es war nun maoglich, die Enzymaktivitét, die fur
die Oxidation von Flavanonen zu den entsprechenden Flavonen verantwortlich ist, auch mit
Blltenextrakten von chemogenetisch definierten Gerbera Hybriden nachzuweisen und diese
Reaktion in Bliten von verschiedenen Genotypen beziiglich der Flavonsynthese zu

untersuchen.

Eine sehr einfache und elegante Methode, die FNS Il Aktivitét getrennt von der in Gerbera
Bliten nachgewiesenen F3'H zu untersuchen, ist die Verwendung von chemogenetisch
definierten Mutanten, denen die Aktivitdt der F3'H fehlt (MArTENs und ForkMANN, 1996;
TyracH und Horn, 1997).

Wie schon in verschiedenen anderen Pflanzen gezeigt werden konnte, wird die Flavonbildung
in Gerbera ebenfalls durch ein mikrosomal gebundenes Enzym katalysiert. Dieses Enzym zeigt
eine absolute Abhéngigkeit von NADPH und von molekularem Sauerstoff. Es konnte in
diesem Zusammenhang auch eindeutig gezeigt werden, dass es sich nicht um die IGdliche,
2-oxoglutarat-abhangige Dioxygenase FNS | handelt, die in Petersilie gefunden wurde
(BriTscH et al., 1981). Tests mit den entsprechenden Kofaktoren Fe*, Ascorbat und
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2-Oxoglutarat fuhrten zur Bildung von Dihydroflavonolen anstelle von Flavonen. Dartber
hinaus konnte fir die Reaktion der FNS |1 ein pH-Optimum gefunden werden, das dhnlich zu
den anderen untersuchten Pflanzenarten ist (Stotz und ForkMANN, 1981; SticH und FORKMANN,
1987). Durch Versuche mit Cyt P450 spezifischen Inhibitoren konnte die FNS |1 aus Gerbera
as eine Cyt P450 abhéngige Monooxygenase bestéttigt werden. Zu dieser Klasse gehéren
unter anderem auch die F3'H, die F3',5H und die C4H, die alle an der Biosynthese von
verschiedenen Flavonoiden beteiligt sind (HeLLer und Forkmann, 1994). Unter absolut
sauerstofffreien Bedingungen im Testsystem konnte keine Enzymaktivitédt der FNS I
nachgewiesen werden, was auf eine O,-abhangige Reaktion hindeutet, wie sie fir Cyt P450
allgemein und auch die FNS Il beschrieben worden ist (KocHs und GriseBacH, 1987). Die
ebenfalls sehr starke Hemmung der FNS |l Aktivitét durch Fe?*- bzw. Fe**-lonen kdnnte auf
deren Fahigkeit beruhen, in Gegenwart von Ascorbat Radikale zu bilden. Ascorbat kdnnte aus
dem Pflanzenextrakt in den Testansatz gelangen. Es ist bekannt, dass Hydroxyl-Radikale, die
maoglicherweise auf diesem Weg entstehen, mit vielen biologischen Molekiilen reagieren
(WarbmMAN und CaNDEIA, 1996; BuetTner und Jurkiewicz, 1996). Auch andere Metallionen,
wie z.B. Kupfer und Zink, zeigten dhnlich starke Wirkungen auf die Enzymaktivitét. Dagegen
zeigte EDTA, das mit dem Dioxygenase Kofaktor Fe* einen Komplex bildet und zu einer
deutlichen Hemmung der FNS | fuhrt (BriTscH et a., 1981), keinerlel Wirkung auf die
Aktivitdt der FNS Il. Eine starke Hemmung der FNS Il Aktivitdt mit Cytochrom c (Cyt c),
wie sie auch bel anderen Enzympréparationen aus verschiedenen Pflanzen, z.B. Glycine max
(Kochs und GriseacH, 1987) beobachtet wurde, konnte ebenfalls gezeigt werden. Zugrunde
liegt die Tatsache, dal3 die CPR in vitro Elektronen sowohl auf Cyt c¢ as auch auf Cyt P50
Ubertragen kann (Abb. 7; Karp et a., 1990).

In Ubereinstimmung mit den chemogenetischen Ergebnissen und den frither beschriebenen
genetischen Daten (TyracH und Horn, 1997), konnte eine Enzymaktivitét der FNS Il nur in
Extrakten nachgewiesen werden, die von flavonhaltigen Genotypen mit dominantem Allel fns*
hergestellt wurden. In Enzymaufarbeitungen von rezessiven Genotypen (fns fns) konnte
dagegen keine Bildung von Flavonen gezeigt werden. Diese Ergebnisse belegen zum ersten
Mal eine Korrelation zwischen einem Gen und der enzymatischen Bildung von Flavonen.
Dementsprechend beweist dies, dass das Gen Fns aus Gerbera, den Schritt von Flavanonen zu
Flavonen kontrolliert und dass die in vitro gemessene Enzymaktivitdt definitiv fur diese

Oxidationsreaktion in vivo verantwortlich ist.
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D2 Genetische Unter suchungen zur Vererbung des Gens Fns

In Gerbera Bluten, die einen dominanten Genotyp fur Fns und keinen weiteren Block in der
Flavonoidbiosynthese besitzen, ist der Gehalt an Anthocyanen gegeniiber dem in fir Fns
rezessven Typen deutlich reduziert. Dies kann auf eine Konkurrenz zwischen den
SchlUsselenzymen fir die Flavon- bzw. fur die Anthocyan-Biosynthese (FNS 11 und FHT;
Abb. 2), um die Flavanone als Substrat zurtickgefuhrt werden.

Um das Pflanzenmateria weiter zu definieren wurde ein Programm aufgebaut, bei dem im
ersten Schritt die heterozygote Sorte ,Th 58" (fns* fns) geselbstet wurde. Diese
Lintermedidre” Sorteist aus einer Kreuzung zweier im Merkmal Fns verschiedener Elternlinien
(fns" fns™ und fns fns) entstanden. Zwar zeigten die Nachkommenschaften eine phanotypische
3 : 1 Aufspdtung in flavonhaltige und flavonfreie Linien, wie es fur enen monogen
dominanten Erbgang bei zwel Allelen erwartet wird. Enzymologische Untersuchungen der
einzelnen Linien lief¥en jedoch eine Auftellung in drei Gruppen mit unterschiedlicher Aktivitét
der FNS 1 zu. Diese Einteilung ergab eine Aufspaltung von 1 : 2 : 1, was einem intermediéren
Erbgang entspricht. Hierbei kommt es nicht zu einer Anlagenmischung, sondern die
Zwischenbildung stellt das Resultat der Wirkungen zweier einander entgegengesetzter
Erbanlagen dar. Bei der Keimzellenbildung trennen sich die Anlagen, und es entstehen Eizellen
bzw. Pollen mit fns’- ebenso haufig wie mit fns-Anlage. Aus einer Selbstung der Sorte , Th
58" sind demnach folgende drel Kombinationen moglich (vgl. Abb. 24 und 25) :

1. Eine fns" Eizelle wird von einer fns" Pollenzelle befruchtet. Daraus entsteht en
homozygotes Individuum, das in weiteren Selbstungen nur homozygote Nachkommen bringen
kann (,, 147-120").

2. Eine fns" Eizelle wird von einer fns Pollenzelle oder umgekehrt befruchtet. Die al's Folge des
Zusammenwirkens der entgegengesetzten Erbanlagen entstandenen Zwischenformen
entsprechenen hinsichtlich des Merkmals Fns der Ausgangdinie ("Th 58”). Alle Individuen
gpalten in der ndchsten Generation in gleicher Weise wie die Ursprungdlinie (,, 147-125")

3. Eine fns Eizelle wird von einer fns Pollenzelle befruchtet. Hieraus entstehen nur homozy-

gote Individuen, die bei Selbstung nur noch solche hervorbringen kénnen (,,147-114").

Die Typen 1 und 3 lassen sich demnach rein zichten, wahrend Pflanzen vom Typ 2 durch

keine noch so sorgféltige oder lange andauernde Auslese konstant erhalten werden kénnen.
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Die vermutete Einordnung der verschiedenen Linien anhand der relativen Enzymaktivitét in die
drel Gruppen wurde im zweiten Schritt durch Selbstungen von je einer Pflanze aus den
postulierten Genotyp-Gruppen genauer untersucht. Die biochemische und enzymologische
Auswertung der Nachkommenschaften dieser Selbstungen bestétigten sowohl die
vorangegangenen Ergebnisse und Vermutungen zu einem intermediéren Erbgang als auch die
erwartete Substratkonkurrenz. Flavonfreie Typen waren immer durch einen hohen
Anthocyangehalt und durch eine kréftige Farbe geprégt. Dagegen konnten flavonhaltige Linien
in der Regel schon aufgrund der blassen Blitenfarbe, die auf einen geringen Anthocyangehalt
zurtickzufUhren ist, identifiziert werden. Die Vererbung der FNS 1l erfolgt demnach auf
Produktebene mittels vollstandiger Dominanz. Wird aber die Produktbildung betrachtet, wie
hier durch Enzymtests mit einem definierten Blitenstadium geschehen, kann ein intermediérer
Erbgang nachgewiesen werden. Dabel kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Produktbildung deutlich von der zeitlichen Entwicklung bzw. Ausprégung der FNS Il
Aktivitat beeinflusst wird.

Aus diesen Selbstungsexperimenten stehen nun erstmalig auch homozygot dominante

Genotypen in Bezug auf das Gen Fns zur Verfligung.

D3 Isolierung der FNS 11 aus chemogenetisch definierten Gerbera Linien

Obwohl die Bedeutung von Cyt P450 Enzymen as Kataysatoren in verschiedenen
pflanzlichen Biosynthesewegen auf der biochemischen Ebene gut beschrieben ist und neuere
Klonierungsstrategien eine Vielzahl von Cyt P450 Sequenzen hervorgebracht haben, sind
bisang nur wenige dieser Klone in ihrer Funktion eindeutig charakterisiert worden. Eine
gezielte Proteinreinigung von spezifischen Cyt P450 Enzymen, die in spezidle
Biosyntheseschritte involviert sind, sind in der Vergangenheit an der Instabilitét der Enzyme,
deren geringen Konzentration in den meisten Pflanzengeweben und den Schwierigkeiten bei
der Wiederherstellung der aktiven Komplexe aus den gelésten Komponenten gescheitert
(ScHuLEr, 1996). Darlberhinaus wird es immer offensichtlicher, dass in den
unterschiedlichsten pflanzlichen Geweben unter Umstanden Gber hundert verschiedene Cyt

P450 vorkommen konnen, wodurch eine Aufreinigung bis zur Homogenitét eines einzelnen
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Enzymes, das nur in geringer Menge vorhanden ist, ein erhebliches technisches Problem
darstellt (Siminszky, 1999).

Um diese Probleme zu umgehen, wurden verschiedene molekulare Strategien etabliert, die es
ermdglichen, gezielt unterschiedlich expremierte Cyt P450 aus einem z.B. chemogenetisch und
biochemisch oder physiologisch eindeutig charakterisiertem Pflanzenmaterial zu klonieren.
Dabei wurde Differentiell Display as Screening Methode gegentiber anderen bekannten
Methoden bevorzugt, da die Wahl von kurzen, nicht degenerierten Cyt P450 spezifischen
Primern nach ScHoprer und EBeL (1998) die zu erwartende Anzahl von differentiellen Banden
und ,false-positives’ reduziert und dartber hinaus durch die Auswahl des Genotypes, des
Entwicklungsstadiums der Bliten und der Ankerprimer auf transkriptionell regulierte Gene
beschrankt. Andere Methoden zur Isolierung von Genen, die auf der Transkriptionsebene
reguliert werden, wie z.B. subtraktive oder differentielle Hybridisierung von Genbanken
(VETTER €t d., 1992), sind sehr zeitaufwendig. Auch bel neueren Screening Methoden, wie
z.B. RDA, ist mit einer Vielzahl differentieller Fragmente bzw. ,false-positives’ aufgrund des
grof3en, nicht isogenen Hintergrundes des Ausgangsmaterials, und auch im Hinblick auf die
grof3e Diversitét der Cyt P450 Superfamilie zu rechnen. Dies erfordert in allen Félen eine
weitere zeitaufwendige und arbeitsintensive Charakterisierung der einzelnen Fragmente.
AulBerdem ist es aufgrund der strukturellen Vielfalt der Cyt P4A50 Sequenzen nicht mdglich
lange, Cyt P450 spezifische nicht degenerierte Primer zu konstruieren. Auch die
Hybridiserung mit heterologen Proben bekannter Cyt P450 Sequenzen ist bel den hier
dargestellten Vorraussetzungen nicht geeignet bzw. ist ebenfalls mit ener anschlief}enden
zeitaufwendigen Charakterisierung einer Vielzahl von Klonen verbunden, die aufgrund der
niedrigen Homologie innerhab der verschiedenen pflanzlichen Cyt P450 Familie nachgewiesen
werden (siehe HoLTon et al., 1993a; BRuGLIERA €t al., 1999). Auf PCR-basierende Methoden
mit einzelnen nicht degenerierten Primern (z.B Suciura et a., 1996) oder entsprechende
Primer, abgeleitet aus einem weniger konservierten Bereich bzw. stark degenerierte Primer
(z.B. Frank et al., 1995; AkasHi et al., 1997), wurden zwar auch erfolgreich zur Klonierung
verschiedener Cyt P450 aus Pflanzen eingesetzt, es ist aber zu erwarten, dald nur ein geringer
Antell der expremierten Cyt P450 erfaldt wird.

Der hier dargestellte Versuchsansatz basiert auf der Annahme, dass in den rezessiven

Genotypen fns fns keine Transkription der FNS Il erfolgt. Eine Cyt P450 spezifische
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DD-RT-PCR mit vorab hinsichtlich der FNS Il chemogenetisch definierten Gerbera Linien
ermoglichte es, differentiell expremierte Cyt P450 cDNA Klone zu isolieren, die nur in Linien
transkribiert werden, die ein dominantes Allel fir den Locus Fns besitzen. Wie schon in
ScHoprer UNd EBeL (1998) beschrieben, zeigten sich die acht nicht-degenerierten aus der
Ham-Bindungsregion abgeleiteten Cyt P450 spezifischen Primer, die anstelle der arbitrary
upstream Primer des Original-Protokolls (Liang und Pardee, 1992) verwendet wurden, as
geeignet, zum Screening nach differentiell expremierten Genen dieser Klasse aus Pflanzen.
Aber auch bei dieser Methode ist mit etwa 80 % false-positives zu rechnen (LianG et al., 1993;
Bauer et da., 1993), wobe die Gesamtzahl differentieller Banden aufgrund des gut

charakterisierten Ausgangsmaterials und der Primerwahl relativ gering sein sollte.

Mit dieser Strategie konnten 5 differentiell exprimierte Banden isoliert werden, von denen
eine, CypDDd7a, als eine Cyt P450 Sequenz identifiziert wurde. Die Northern Blot Analyse
von Gesamt-RNA verschiedener Gerbera Genotypen, verschiedener Entwicklungsstadien der
Bliten und Laub, ergab eine deutliche Hybridiserung mit Linien, die ein dominantes Allel
(fns* .) besitzen. In Linien mit rezessiven Allelen (fns fns) und Laub, die keine Flavone bilden
und bel denen keine FNS Il Aktivitdt nachgewiesen werden konnte, wurde keine
Hybridisierung festgestellt. Zudem erreicht das Transkript, wie fir die FNS Il erwartet, im
Blitenstadium 4 ihr Maximum. Dies stand im Einklang mit der entsprechenden Enzymaktivitét
und Flavonakkumulation, die fir Gerbera Bliten gezeigt wurde. Das Induktionsmuster bzw.
deren Verlauf ist ein erster guter Hinweis auf die Identitét des cDNA-Fragments, 1&/% jedoch

noch nicht auf die eigentliche Funktion des vollstdndigen Klons schlief3en.

Der vollsténdige cDNA Klon konnte mit Hilfe der 5 RACE Technik isoliert werden. Diese
auf PCR-beruhende Methode wurde bereits bel der Klonierung verschiedener Klone
erfolgreich eingesetzt (z.B. RosaTi et al., 1998) und erspart ein aufwendiges Erstellen einer
entsprechenden cDNA-Bank. Wie erwartet besitzt der erhaltene cDNA Klon eine hohere
Homologie zu Cyt P450 Sequenzen as zu anderen Sequenzen von Genen aus dem
Flavonoidbiosyntheseweg in Pflanzen. Ein Vergleich zeigte eine hohe Homologie (52 % auf
Aminosaureebene) mit CYP93B1, einem Cyt P450 Klon, der aus Elicitor-induzierten
Suspensionskulturen von Glycyrrhiza echinata L. isoliert werden konnte (AkasHi et al., 1998).
Dieser Klon wurde a's Flavanon 2-Hydroxylase mit einer FNS Il bzw. eine Licodionsynthase

Aktvitét dargestellt, dabel enzymatischen Untersuchungen mit Hilfe der Expression der cDNA
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im Hefesystem nach einer chemischen Behandlung des entstandenen 2-Hydroxyflavanon die
Bildung von Favonen und Licodionen nachgewiesen werden konnte. Der mogliche
Resktionsmechanismus, der den beiden Schritten zu Grunde liegt, wird spéter ausfuhrlich
diskutiert.

Bel der funktionellen Charakterisierung des CYP93B2 Klons konnte auf die gut untersuchte
Enzymologie des Flavonoidbiosyntheseweges, insbesondere der  Flavonbildung,
zurtickgegriffen werden (HeLLer und ForkmANN, 1999). Pflanzliche Cyt P450 sind bislang in
verschiedenen heterologen Systemen, wie Escherichia coli, Hefen, Saugerzellen und
Insektenzellen expremiert worden (ScHuLer, 1996). Im Rahmen dieser Arbeit wurde en

optimiertes Hefesystem nach Pompon et a. (1996) verwendet.

Im Gegensatz zu den oben bereits beschriebenen Ergebnissen bezliglich des Klons CYPO3B1
(AkasHi et.al., 1998) konnte fur den Klon CYP93B2 aus Gerbera in Expressionsexperimenten
eine direkte Bildung von Flavonen aus den entsprechenden Flavanonen nachgewiesen werden.
Dabei wurde die FNS Il Aktivitdt mit Hilfe von zwel verschiedenen Expressionsvektoren
(PYES; pYeDP60), diein jewells vier unterschiedliche Hefestdmme (INV Scl; W(N); WAT11
und WAT?21) transformiert und expremiert wurden, nachgewiesen. Es zeigte sich, dass sowohl
mit den Stdmmen, die die Arabidopsis thaliana CPR besitzen (WAT11 und WAT 21) als auch
mit den zwei Stdmmen, die nur die endogene CPR-Aktvitét der Hefe besitzen (INV Scl und
W(N)), eine deutliche Flavonbildung beobachtet werden konnte. Dieser Umstand deutet
darauf hin, dass die entsprechenden Redoxsysteme fur die FNS Il ausreichend bzw. geeignet
sind. Eine Behandlung der Reaktionsprodukte mit Sdaure, wie in AkasHi et al. (1998)
beschrieben, war nicht nétig, um die Bildung von Flavonen zu zeigen. Darliber hinaus sind die
dargestellten Expressionsstudien im Einklang mit den genetischen Daten und den
biochemischen Studien, die die FNS Il Aktivitdt und die Flavonbildung wéhrend der

BlGtenentwicklung betreffen.

Das hier etablierte FNS Il Hefeexpressionssystem kann neben der Identifizierung der
katalytischen Aktivitdt auch zur Charakteriserung des aktiven FNS Il Proteins in
nachfolgenden biochemischen Studien (z.B. Wirkung von verschiedenen Hemmstoffen und
Substratspezifitét) eingesetzt werden. In diesem Zusammenhang konnen auch katalystische
Eigenschaften der FNS I, wie z.B. pH-, Temperatur Optimum, Protein- und Zeitabhangigkeit

der Reaktion, ndher untersucht werden. Dabei kdnnen klassische Ansétze zur Untersuchung
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einzelner Cyt P450, bei denen aufwendige Proteinreinigungen und die Rekonstitution der
Enzymkomplexe (Abb. 7) mit CPR und Lipiden nétig waren, elegant umgangen werden.
Besonders hinsichtlich der Substratspezifitét liegen bislang nur wenige Informationen vor, was
unter anderem auf die eingeschrénkte Verfligbarkeit von radioaktiv markierten Substraten
zuriickzufiihren ist. Es kann jedoch vermutet werden, dass wie bei anderen pflanzlichen Cyt
P450 Proteine auch bel der FNS Il eine hohe Substratspezifitét vorhanden ist (Durst, 1991).
Aufgrund der hohen Enzymaktivitét der expremierten FNS Il kénnen in Zukunft auch nicht
markierte Substrate eingesetzt werden, um deren Spezifitét genauer zu untersuchen. In diesem
Zusammenhang konnen auch Moddllsubstrate getestet werden, um die strukturellen

Anforderungen potentieller aternativer Substrate zu analysieren.

Die Expression der FNS Il wurde auf zwei Ebenen gemessen (Enzymaktivitét und RNA
Menge) und zeigt eine deutliche Abhangigkeit von der Entwicklung der Bliite, wie es auch fr
andere Flavonoidbiosynthese Gene, wie z.B. die CHS und die DFR aus Gerbera, beschrieben
wurde (HELARIUTTA et al., 1995). Die Transkription des FNS || Gensist bereits in einem friihen
Blitenstadium nachzuweisen, in dem noch keine Pigmentierung erkennbar ist und die Petalen
noch von den Kelchbléttern umgeben sind. Sie erreicht ihr Maximum in Stadium 4 kurz vor
dem Beginn einer erkennbaren Anthocyanbildung bzw. wahrend der Ausfaltung der Petalen.
Im weiteren Verlauf der Blitenentwicklung sinkt die Transkriptmenge deutlich ab. Die Kurve
der Transkription gemessen Uber die unterschiedlichen Blitenstadien korreliert mit der FNS 11
Aktivitdt bzw. der Flavonakkumulation. Die zeitliche Korrelation des maximalen
Transkriptionspegels mit dem Anstieg der FNS Il Aktivitét bzw. dem Flavongehalt ist typisch
fur eine transkriptionelle Regulation, wie sie unter anderem fur pflanzliche Abwehrgene bel
UV Bestrahlung oder durch pilzliche Elicitoren beschrieben wurde (CHaprELL und HAHLBROCK,
1984).

Der genomische Blot mit der kompletten cDNA (CY P93B2-ORF) zeigte ein einfaches Muster
mit hybridisierten Banden entsprechend den Restriktionsstellen innerhalb der cDNA und 1&sst
auf eine einzelne Kopie des Gens CY P93B2 schliefen. Die zweite schwache Bande in der mit
Eco RI verdauten DNA kann auf eine zusdtzliche Schnittstelle im Intronbereich
zurtickzufiihren sein und muss durch die Klonierung der genomischen Sequenz verifiziert

werden. Zudem weisen die genetischen Untersuchungen eindeutig auf eine monogene
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Vererbung des FNS Il Gens hin, wodurch die Moglichkeit von zwei nahe verwandten Genen
auszuschlief}en ist.

Bidang ist eine grof’e Anzahl Cyt P450 Genen charakterisiert worden und Vergleiche der
abgeleiteten Aminosaureseguenzen zeigten, dass alle gemeinsame, hoch konservierte Bereiche
besitzen (NeLson et al., 1996; CHaprrLE, 1998). Entsprechende Analysen der abgeleiteten
Aminosauresequenz von CYPO3B2 brachten wertvolle Informationen in Bezug auf
strukturelle Aspekte der FNS 1. Die initiale, hydrophobe Ankerregion von 22 Aminosauren ist
wichtig die fur die richtige Orientierung und Anlagerung des Proteins an die Membran des
Endoplasmatischen Retikulum (Sato et al., 1990; Murakawmi et al., 1994). Gefolgt wird dieser
Bereich von einem hoch konservierten prolinreichen Bereich [-PPXPXXXXP-], der essentidll
fur die Ausbildung der richtigen Konformation des mikrosomalen Cyt P450 Molekils ist
(Yamazaki et al., 1993). Auch der Bereich der Sauerstoff Bindungsregion [-AGTDT(T/S)-] ist
in alen neun bisang bekannten Mitgliedern der CYP93 Familie hoch konserviert. Diesem
Bereich mit dem algemeinen Motiv [-(A/G)Gx(D/E)T(T/S)-] wird eine wesentliche Rolle bei
der Sauerstoffbindung bzw. Aktivierung zugetragen. Aufgrund der Sequenzhomologie und der
vorhandenen Glycin und Threonin Reste an den erwarteten Positionen (305 bzw. 309) musste
der Klon CYP93B2 in die sogenannte Gruppe A der CYP P450 eingeordnet werden. Diese
Gruppe ist fur die klassische Monooxygenierung der jeweiligen Substrate und ener
Inkorporation eines Sauerstoffatoms in das Reaktionsprodukt verantwortlich (ScHuLer et al.,
1996). Die Bildung von Flavonen verlauft jedoch ohne den entsprechenden Einbau von
Sauerstoff in das Produkt, wie im folgenden noch ausfuhrlicher diskutiert werden soll. Die
zwel Cyt P450 spezifischen Konsensus Sequenzen [-PERF-] und [-EALR-] mit bislang noch
unbekannter Funktion konnten ebenfalls in den entsprechenden Alignments nachgewiesen
werden. Der fur Cyt P450 charakteristische Fingerprint der H&m-Bindungsregion ist in den
verglichenen Polypeptiden mit dem Motiv [PFGXGRRxCxG] hoch konserviert. Er enthalt an
Position 447 das fur die H&m-Bindung wichtige Cystein. Die kakulierte Molekularmasse liegt
mit 58,2 etwas Uber dem fur Cyt P450 gefundenen Durchschnitt von 55 kDa, aber deutlich im
Bereich der bislang untersuchten Proteine, der zwischen 45 und 62 kDa liegt (ScHULER, 1996).

Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen des CYP93B2 Klons mit CYP93B1
ergab eine hohe Homologie, die aufgrund der sehr @nlichen Reaktion bzw. Substratspezifitét

durchaus zu erwarten ist. Weitere phyllogenetische Analysen mit anderen Cyt P450, besonders
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Mitgliedern aus der Unterfamilie CYP93 und aus dem Flavonoidbiosyntheseweg, zeigte eine
erwartete nahe Verwandtschaft der Gene innerhalb der Unterfamilie. Dagegen konnte eine

Verwandtschaft zu den anderen Genen aus der Flavonoidbiosynthese nicht gefunden werden.

Bel der FNS Il (CYP93B2) und der F2H (CYP93B1) handelt es sich um zwel mikrosomale
Cyt P450 abhangige Enzyme, die das gleiche Substrat verwenden und deren reaktives Zentrum
sehr dhnlich lokalisiert ist. Die FNS Il fuhrt, um Flavone zu bilden, eine Doppelbindung
zwischen dem C2 und C3 Atom unter Abspaltung von Wasser ein. Die F2H hydroxyliert
Flavanone in der 2-Position (AkasHi et d., 1998). Die so gebildeten 2-Hydroxyflavanone sind
bekannte Vorstufen in der Biosynthese von C-Glykosylflavonen (KerscHer und Franz, 1987).
Diese Flavonoide konnten in der Vergangenheit in verschiedenen Glycyrrhiza Arten, unter
anderem auch in G. echinata, nachgewiesen werden (ArcHAR et a., 1984a ArcHAR €t al.,
1984b).

Der Reaktionsmechanismus, der zur Bildung der Flavone fihrt, ist bereits in Zusammenhang
mit den enzymatischen Charakterisierungen der FNS | bzw. FNS Il ausfuhrlich diskutiert
worden, konnte bislang aber noch nicht endgultig geklért werden (BriTscH et al., 1981; Srorz
und ForkMANN, 1981; KocHs und GriseBacH, 1987). Aus 2-Hydroxyflavanonen kénnen die
entsprechenden Flavone entweder durch eine spontane oder eine enzymatische Abspaltung von
Wasser entstehen. Eine Betelligung des postulierten Intermediates 2-Hydroxynaringenin in der
Ap Bildung konnte in biochemischen Untersuchungen jedoch nicht bewiesen werden. Tests
mit gereinigter FNS | bewiesen eindeutig, dass chemisch hergestelltes 2-Hydroxynaringenin
nicht als Substrat fur die Flavonbildung geeignet ist. Dartiber hinaus konnte keine Konkurrenz
zwischen 2-Hydroxynaringenin und dem Flavanon as Substrat festgestellt werden. Daraufhin
wurde postuliert, dass die Einfuhrung der Doppelbindung zwischen C2 und C3 durch eine
aufeinander folgende Abstraktion der zwei vicina Wasserstoffatome in einem
Radika-Mechanismus erfolgt, aber ein definitiver Beweis konnte noch nicht erbracht werden
(BriTscH, 1990; ForkMANN und HELLER, 1999). Betrachtet man die chemische Reaktion der
FNS |1 genauer, stellt man fest, dass es sich hier nicht, wie bereits mehrfach angesprochen, um
eine typische Monooxygenasen Reaktion handelt, da kein Einbau von aktiviertem Sauerstoff,
wie bel der F2H oden den Hydroxylasen aus der Flavonoidbiosynthese, in das Substrat erfolgt.
Der Vergleich der Aminosauren im Bereich der Distal Helix brachte keine weiteren Hinweise

beziiglich einer Veranderung, der fir die Sauerstoffbindung essentiellen Reste. Sowohl die
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charakteristischen Alanin/Glycin-, in der Berbamunin Synthase Sequenz ausgetauscht gegen
Prolin, und Glycin-Reste (Positionen 248 und 249 in P450.m) as auch das in der Allenoxid

Synthase gegen ein |soleucin ausgetauschte Threonin (252) sind vorhanden.

Diese oben erwdhnten Annahmen bzw. die experimentellen Ergebnisse entsprechen eher dem
Resktionsmechanismus einer Dehydrogenase, wie sie in Mansuy (1998) beschrieben wird.
Eine Cyt P450 katalysierte Dehydrogenierung einer Alkan CH-CH Bindung und die
anschliel3ende Bildung einer entsprechenden Doppelbindung wurde bei verschiedenen
Substraten, wie z.B. Testosteronen, 2-Propylpentansduren und Lovastatinen beobachtet
(Mansuy und Renaup, 1995). Tatsachlich kann die Cyt P450 abhéngige Oxidation dieser
Substrate nicht nur zu einem dehydrogenierten (entspréche den Flavonen), sondern auch zu
einem hydroxylierten Metabolit (2-Hydroxyflavanone) fiihren. Es konnte aber gezeigt werden,
dass das Alken Produkt nicht durch eine Dehydrierung der hydroxylierten Form (entspréche
2-Hydroxynaringenin) entsteht. Ausgehend von der allgemeinen Intermediatsituation, wobel
ein freles Radikal, abgeleitet aus dem Substrat, und ein putativer Cyt P450 Fe(IV)-OH
Komplex involviert sind, ist anzunehmen, dass die Fe(IV)-OH Form entweder ein
OH-Molekil auf ein Substratradikal Gbertrégt (Monooxygenierung) oder ein Wasserstoffatom
vom Substratradikal abgespaltet (Dehydrogenierung). Ob eine Monooxygenierung oder eine
Dehydrogenierung stattfindet, kann schon durch eine geringe Verschiebung des aktiven
Zentrums entschieden werden (W. Heller, personliche Mitteilung). Ein postuliertes
Reaktionsschema der F2H und der FNS 11, das nun mit Hilfe deren Expression in Hefen und
einer exakteren Charakteriserung des Enzyme im direkten Vergleich, inklusive einer

site-spezifischen Mutagenese naher untersucht werden kann, ist in Abbildung 35 dargestellt.

D4 Biotechnologische Verwendung des FNS |1 Klons

Das Potential fir gezielte Veranderungen des Flavonoidbiosyntheseweges durch die FNS 11 ist
von hohem Interesse fur die Biotechnologie. Durch genetische Veranderungen kann nun in
verschiedenen Pflanzenarten und -geweben gezielt in die Flavonbiosynthese eingegriffen
werden. Zwei Strategien konnten bislang erfolgreich eingesetzt werden, um die Expression
von Flavonoidbiosynthese Genen zu hemmen : Die Produktion von Antisense RNA (Reviews
von vAN BrokiLanp et.al., 1993; ELomaa und HoLton, 1994) oder die EinfUhrung von

zusédtzlichen Kopien des Targetgens. Dieses Verfahren wird auch as Sense- oder
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Abb. 35. Postuliertes Reaktionsschema zur Monooxygenierung und Dehydrogenierung von
Flavanonen, katalysiert durch die F2H bzw. FNSI|

Ko-Suppression bezeichnet (u.a. Jorcensen, 1991; 1994; 1995; van BrokLAnD et.al., 1993;
ELomaa und HoLton, 1994). Denkbar sind in diesem Zusammenhang die gezielte Verénderung
von Blitenfarben und die Verdnderungen des Flavongehaltes bzw. -musters in Bléttern,
Bliten, Fruchten und anderen Geweben, besonders hinsichtlich der Stickstofffixierung in
Leguminosen und anderen Nutzpflanzen. Leguminosen, wie Trifolium repens oder Medicago
sativa, sondern verschiedene Flavonoide, darunter auch Flavone, Uber die Wurzelhaare ab. Es
ist anzunehmen, dal3 diese Substanzen, die einen stimulierenden Effekt auf die Symbiose
zwischen Rhizobien und Wirtspflanze besitzen, in der gesamten Pflanze Uber das vaskulére
Gewebe transportiert werden, aber nur in geeigneten Mengen aus dem Wurzel- und
K otyledonengewebe abgegeben werden. Wird die Flavonproduktion und deren Abgabe durch

die Wurzel bzw. das Flavonmuster in diesem Gewebe veradndert, konnte eine V erbesserung der
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Stickstofffixierung erzielt werden und somit eine Umweltbelastung durch Stickstoffdiingung
reduziert werden. Da eine optimale Konzentration spezifischer Flavone in der Wurzelhaarzone
nachgewiesen werden konnte, die der wichtigste Punkt fir eine Infektion ist, ist es zudem
denkbar durch eine Etablierung der Flavonsynthese in geeignetem Gewebe bel nicht
Leguminosen Pflanzen das Wirtsspektrums der Rhizobium Bakterien zu erweitern und eine
Stickstoffixierung zu etablieren (Repmonp et.al., 1986). Im Hinblick auf die Blitenfarbe kann
durch eine Antisense Expression der FNS Il cDNA aus Gerbera in verschiedenen
flavonhaltigen Pflanzen (Gerbera selbst, Antirrhinum, Callistephus, Torenia etc.) der
Flavongehalt in unterschiedlichem Ausmald verandert werden, wodurch es, entsprechend
einem ahnlichen Ansatz in Petunia Hybriden mit einem FLS Antisense Konstrukt, zu einer
Farbver&nderung kommen kann. Dieser Antisense FLS Ansatz brachte auch bei Nicotiana
tabacum eine deutliche Erhthung des Anthocyangehaltes in den Bliten, was auf ene
Konkurrenz um das Substratangebot (Flavanone) in der Flavon- bzw. Anthocyansynthese
hindeutet (HoLTon et.al., 1993b). Aus diesen beiden Ergebnissen lassen sich zwei mdgliche
Wirkungen und Anwendungen eines Antisense Experimentes bezliglich der FNS Il ableiten.
Zum einen kann durch eine Reduzierung des Flavongehaltes der Grad der Kopigmentierung
verandert werden. Zum anderen wird durch die Verdnderung der FNS Il Aktivitdt und
dadurch die Reduzierung von Nebenprodukten im Flavonoidbiosyntheseweg die Blitenfarbe
Uber die Anthocyanmenge verandert. Dies kann besonders bei flavonhaltigen Pflanzenarten
oder -sorten interessant werden, die nur schwach geférbt sind. Die Einfihrung von Antisense
Konstrukten wurde bei Gerbera bereits erfolgreich verwendet, um die CHS und die DFR
herunter zu regulieren (ELomaa et.a., 1993). Ein dhnlicher Ansatz ist fir die FNS |1 denkbar,
um die Anthocyansynthese indirekt zu modifizieren. Aus den Kreuzungsexperimenten mit der
Sorte , Th 58" kann abgeleitet werden, das die transgenen Pflanzen aufgrund der erhthten
Verfugbarkeit an Vorstufen (Naringenin bzw. Eriodictyol, Abb. 2) mehr Anthocyan bilden
kénnen und somit die Farbintensitét deutlich gesteigert wird. Fir die einzig bisang
transformierte Gerbera Sorte ,Regina’, die das Flavon Ap, Pelargonidin Derivate as
Farbpigmente bildet und rosafarbend ist, wiirde dies eine deutlichere Rotfarbung aufgrund des

gestiegenen Anthocyangehaltes bedeuten.

Durch Untersuchungen der letzten Jahre besteht die begrindete Annahme, dass
aufgenommene Flavonoide, wie z.B. Flavone, Flavonole und Anthocyane im Korper

biologisch wirksam werden und diese Wirkung in gesundheitlicher Hinsicht weitgehend positiv
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ist. Eine Verbesserung einzelner Arten bzw. Sorten von Nutz- bzw. Nahrungspflanzen, die fir
die Erndhrung von Mensch und Tier wichtig sind, durch die gezielte Veranderung des Gehalts
oder Musters an gesundheitsfordernden Flavonoiden, wirde so einen erheblichen Beitrag zur
gesunden Erndhrung von Mensch und Tier leisten. Dabel ist zu beachten, dal? der Gehalt an
Flavonoiden von vielen verschiedenen Faktoren abhangt. Zum einen unterscheiden sich
Genotypen einer Art in ihrer Fahigkeit Flavonoide zu bilden und zu akkumulieren, woraus die
erheblichen Unterschiede zwischen Sorten resultieren. Zum anderen beeinflussen neben den
genetische Faktoren auch die Umweltbedingungen den Flavonoidgehalt, wobel vor alem die
Witterung im Vergleich zu anderen Faktoren, wie Bodentyp oder Dingung, von hoher
Bedeutung ist. Auch die weitere Verarbeitung der pflanzlichen Lebensmittel sollte
berticksichtigt werden. In diesem Zusammenhang besitzen die Flavone wie auch die Flavonole
gegenuiber den Anthocyanen den Vorteil, dal3 sie wesentlich stabiler sind und somit von den
verschiedenen Verarbeitungsvorgdngen am wenigsten betroffen sind. Eine kinstliche Zufuhr
von Flavonoiden unabhéngig vom pflanzlichen Rohstoff, z.B. durch Supplementierung, ist
dagegen wegen der moglichen prooxidativen Reaktionen beim jetzigen Kenntnisstand nicht zu
empfehlen (Bonw et al., 1998).
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D5 Ausblick

Durch die Isolierung des CYP93B2-Klons und seine Identifizierung als kodierende Sequenz
der FNS Il liegen nun erstmals molekularbiologische Daten fur ein Gen vor, das an der
Synthese von Flavonen beteiligt ist, die zum einen in der Natur weitverbreitet ist und deren

Eigenschaften bzw. Wirkungen sehr mannigfaltig sind.

Mittels der FNS Il aus Gerbera konnen nun weitere cDNA Klone aus anderen
flavonproduzierenden Pflanzen isoliert werden. Dazu bietet sich zuerst eine am Lehrstuhl
verfligbare Genbank der Sommeraster (Callistephus chinensis; ,Linie 01") an, da eine gute
Homologie zwischen den Sequenzen einer Familie zu erwarten ist. Wahrend der Entstehung
dieser Arbeit konnte das entsprechende Gen mit der erwahnten Methode bereits kloniert
werden (MarTeNs und ForcMANN, unverdffentlicht; CYP93B5; Acc. Nr. AF188612). Zudem
wurden in den letzten Monaten zwei FNS Il Gene aus Antirrhinum majus bzw. Torenia
Hybriden (Akashi et da., unverdffentlicht; CYP93B3 bzw. CYP93B4; Acc. Nr. AB028151
bzw. AB028152) kloniert. Damit kdnnen Uber FNS Il spezifische, degenerierte Primer,
abgeleiteten aus entsprechenden Alignments der bekannten FNS 11 Sequenzen, gezielt
Fragmente, die fir FNS Il kodieren tber PCR kloniert werden. Auch hierzu liegen am
Lehrstuhl bereits putative FNS 1l Fragmente aus vier verschiedenen Pflanzenarten vor, die
weiter charakterisiert werden sollen. Auf3erdem kdnnen andere Expressionssysteme (Insekten-
und Saugerzellen, Bakterien) hinsichtlich ihrer Proteinproduktion getestet und optimiert
werden, um die Voraussetzungen fir eine enzymatische Synthese von verschiedenen Flavonen
zu verbessern. Die Expression in diesen heterologen Systemen ermoglicht eine weitere
enzymatische Untersuchung, um Fragen hinsichtlich der Substartspezifitét und der Ky~ bzw.
Vmac-Werte der FNS 11 aus Gerbera und anderer Pflanzenarten zu beantworten. Diese kénnen
anschlief3end mit denen anderer Schilisselenzyme der Flavonoidbiosynthese verglichen werden,
die das gleiche Substrat verwenden. Desweiteren gibt eine Klonierung von genomischen
Klonen und die Analyse der Promotorregionen Einsicht in die Regulation der FNS II, auch

beziiglich oder im Vergleich zu anderen Flavonoidgenen.

Die Isolierung eines FNS Il cDNA Klons ermoglicht zudem weitere Studien zur
Identifizierung der Bereiche, die fir die Substratbindung essentiell sind. Modellierungen auf
molekularer Ebene und Mutagenese der FNS 11 Aminosaure Sequenzen kann Aufschluf3 Gber

die wichtigen Aminosduren bringen, die fur die Enzymaktivitét und die Substratbindung
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verantwortlich sind. Fir die weitere Zukunft hinsichtlich der Klonierung von Cyt P450 ist es
zudem von besonderem Interesse, Sequenzen von pflanzlichen Cyt P450, die toxische
Substanzen synthetisieren, mit tierischen Cyt P450, die diese detoxifizieren, zu vergleichen, da
zu erwarten ist, dass die Substratbindungsstellen ahnlich sein konnten. Hinsichtlich der
Flavone kénnten diese Untersuchungen bel der Aufklarung der Funktionsweise im Rahmen der
Wechselwirkung Insekt-Pflanze von Bedeutung sein. Dies kann dann in welteren
experimentellen Ansdtzen zur Manipulation der genetischen Information von Cyt P450
Substratbindungsstellen genutzt werden, mit dem Ziel Pflanzen herzustellen, die spezifische
Schutzverbindungen synthetisieren, die gegen Pathogene und Schadlinge wirken (DoNALDSON
und LusTer, 1991). In diesem Zusammenhang kann mit spezifische Sonden zur Aufkl&rung
réumlicher Aspekte der Synthese der Flavone in verscheidenen Pflanzenarten und -geweben
beigetragen werden. Zudem erméglicht die Verfligbarkeit von zwei nahe verwandten Enzymen
(FNS Il und F2H), die sich deutlich in ihrer Stereochemie unterscheiden, aber eine relativ
dhnliche Positionschemie zeigen, Wechsalwirkungen zwischen der Bindung an das aktive
Zentrum mit einem einfachen Substrat, welches die Geometrie der chemischen Reaktion
wahrend der Cyt P450 Katalyse bestimmt, zu untersuchen.

Ein weiterer sehr wichtiger Punkt ist die Nutzung von geeigneten Expressionssystemen zur
Synthese von natdrlichen, funktionellen Favonen fir medizinische oder &hnliche

Anwendungen, z.B. Krebstherapie oder Verbesserung der menschlichen Immunabwehr.
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E Zusammenfassung

Die Bliten von Gerbera Hybriden (Compositae) enthalten verschiedene Flavonglykoside.
Diese Verbindungen gehdren zu einer der am weltesten verbreiteten Gruppe natlrlich
vorkommender Flavonoide. Neben ihrem Vorkommen in Bliten, in denen sie die Farbe
zusammen mit anderen Flavonoiden beeinflussen, konnten sie auch in vielen anderen Teilen
hoherer Pflanzen nachgewiesen werden. Dartiber hinaus sind die Flavone wichtige Molekile
bei der Induktion der Nodulationsgene in verschiedenen Rhizobium Arten, die wiederum zur
Bildung von stickstofffixierenden Wurzelkndlichen bel Leguminosen beitragen. Sie spielen
aber auch bei verschiedenen Wechselwirkungen zwischen Insekten und der Wirtspflanze eine
wichtige Rolle. In den letzten Jahren wurden zudem therapeutische Wirkungen, die
Eigenschaften als bioaktive Substanzen und as Arzneimittel bei der Behandlung von tierischen

und menschlichen Erkrankungen verstarkt untersucht und beschrieben.

In den Bliten von definierten Gerbera Genotypen konnte eine Enzymaktivitét gezeigt werden,
die die Einfihrung einer Doppelbindung zwischen den C-Atomen 2 und 3 der Flavanone
Naringenin und Eriodictyol katalysiert. Bel den gebildeten Produkten handelte es sich um die
entsprechenden Flavone Apigenin und Luteolin. Wie fur die Flavonsynthase Il (FNS I1) aus
anderen Pflanzenarten beschrieben, ist die Enzymaktivitdt dieser Cytochrom P450-(Cyt P450)
abhéngigen Monooxygenase in der mikrosomalen Fraktion lokalisiert. Die Reaktion ist strikt
von NADPH als Kofaktor abhéngig und zeigte ein pH-Optimum von ungeféhr 7.5. Die FNS 1
Aktivitét konnte nur in Blitenextrakten von Genotypen mit dominanten Wildtyp Allelen am
Locus Fns, nicht aber in Linien mit rezessiven Allelen (fns fns) nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse belegten zum ersten Ma eine Korrelation zwischen einem Gen und der
Enzymaktivitdt der FNS Il. Weitere genetische Untersuchungen bewiesen die monogene

Vererbung der Flavonbildung in Gerbera.

Basierend auf den genetischen und biochemischen Ergebnissen wurde Differential Display zur
Klonierung eines FNS I cDNA Klons eingesetzt. Aus zwei unterschiedlichen chemogenetisch
definierten Gerbera Linen mit dominanten (fns™ .) bzw. rezessiven (fns fns) Allelen am Locus
Fns konnte ein Cyt P450 Fragment (CypDDd7a) isoliert werden. Dazu wurden upstream
Primer, die aus dem konservierten Bereich der Hd&m-Bindungsregion der Cyt P450 Proteine

abgeleitet wurden, in Kombination mit drei verschiedenen Oligo (dT) Primern verwendet. Der
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vollsténdige cDNA Klon (CYP93B2), der sowohl einen offenen Leserahmen und Teile der
CypDDd7a Sequenze enthielt wurde Uber ein 5-RACE und end-to-end PCR mit
genspezifischen Primern isoliert. Northern Blot Analysen mit Gesamt RNA von Gerbera
Hybriden ergaben, dass das CYP93B2 Gen nur in Linien mit dominantem Alld fns
transkribiert wird und dass die Transkriptionshthe wéahrend der Blitenentwicklung im
Einklang mit der gemessenen Enzymaktivitdt der FNS Il und der Flavonakkumulation steht.
Mikrosomen von Hefezellen, die die cDNA CYP93B2 expremieren, katalysierten die direkte
Bildung von [“C]Flavonen aus den entsprechenden [**C]Flavanonen. Demnach konnte gezeigt
werden, dass der Klon CYP93B2 ein funktionelle FNS |1 kodiert. Ein Vergleich der
Aminosduresequenz zeigte, dass CYP93B2 eine Homologie von 52% zur Sequenz von
CYPO3B1 besitzt, welche kirzlich als eine (2S)-Flavanon 2-Hydroxylase aus Glycyrrhiza

echinata L beschrieben wurde.

Durch die Kombination von Genetik, Chemie, Biochemie und Molekularbiologie ist es
erstmalig gelungen einen cDNA Kon zu isolieren, der fur eine funktionelle FNS 11 kodiert. Mit
Hilfe des FNS Il Gens bzw. des entsprechenden Enzyms ist es moglich in einen wichtigen
Schritt in dem Flavonoidbiosyntheseweg zu einzugreifen. Dieser Schritt ist an einem wichtigen
Verweigungspunkt der Flavonoidbiosynthese lokalisiert, an dem die Synthese von
verschiedenen anderen Flavonoiden, wie z.B. Isoflavone, Flavonole, Proanthocyane und
Anthocyane, abzweigt. Daher kann durch gezielte gentechnische Ansétze die Synthese der
oben genannten Verbindung einschlieRlich der Flavone durch die Anderung der FNS I
Aktivitét beeinflusst werden. Darliber hinaus hat das isolierte Gen eine erhebliche Bedeutung
bei der direkten Veranderung der Flavonsynthese in verschiedenen Geweben bel der Bildung
von neuen Farben in Bllten und Bléttern. Aulerdem konnen eine Reihe wirtschaftlich
bedeutende Faktoren im Pflanzenbau, die von Krankheitsresistenz, Kndllchenbildung bel
Leguminosen bis zu neuen Produkten fur die Ernghrung und pharmakologische Anwendung

reichen, beainflusst werden
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Summary

Flowers of Gerbera Hybrids (Compositae) are known to contain severa flavone glycosides.
These compounds belong to one of the most abundant groups of naturally occurring flavonoid
classes. Besides their occurrence in flowers, where they contribute to the colour together with
other flavonoids, they were also found in many other parts of higher plants. Furthermore, they
are important molecules during induction of nodulation genes in Rhizobium spec. resulting in
the formation of nitrogen-fixing root nodules in Leguminosae and they aso contribute to the
interaction between insects and host plants. Recently, their use as bioactive substances and

drugsin animal and human deseases were described.

In flower extracts of defined genotypes of Gerbera an enzyme activity was demonstrated
which catalyses the introduction of a double bound between the C atoms 2 and 3 of the
flavanones naringenin and eriodictyol. The products formed were the corresponding flavones,
apigenin and luteolin. Similar to flavone synthases Il (FNS I1) from other plant species, the
enzyme activity of this cytochrome P450-(Cyt P450) dependent monooxygenases was found
to be localized in the microsomal fraction. The reaction required NADPH as cofactor and had
a pH-optimum of about 7.5. FNS Il activity was detectable only in flower extracts of
genotypes with dominant wild-type aleles at the locus Fns, but not in lines with recessive
aleles (fns fns). The results establish for the first time a correlation between a gene and the
enzyme activity of FNS Il. Further genetic studies proof the monogenic inheritance of the

flavone formation in Gerbera.

Based on these genetic and biochemical data differential display technique was used for
isolating a FNS 11 cDNA clone. From two different chemogenetic defined Gerbera lines with
the dominant (fns" .) or recessive (fns fns) dleles at the locus Fns a Cyt P450 fragment
(CypDDd7a) was isolated using upstream primers based on the conserved heme-binding
region of cytochrome P450 proteins in combination with three different oligo (dT) primer. The
full length cDNA (CYP93B2) containing the open reading frame and part of the CypDDd7a
sequence was isolated via 5’ -RACE and end-to-end PCR with gene specific primers. Northern
blot analysis of total RNA of Gerbera hybrids indicated that the CYP93B2 gene was only

transcribed in lines with the dominant dlele fns* and that the transcription level during flower
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development is in agreement with measured enzyme actvity of FNS Il and flavone
accumulation. Microsomes from yeast cells expressng CYP93B2 catalysed the direct
formation of [*C]flavones from the respective [*C]flavanones. Thus, CY P93B2 was shown to
encode FNS II. Comparison of amino acid sequences reveadled that CYP93B2 had 52%
identity with the sequence of CYP93B1, which has recently been reported as a (2S)-flavanone
2-hydroxylase of Glycyrrhiza echinata L.

The combination of genetic, chemistry, biochemistry and molecular biology enables the first
successful isolation of a cDNA clone, encoding a functional FNS 1I. The regulation of
expression of FNS Il now enables the control of a step in flavonoid biosynthesis that is located
at an important junction of this pathway leading to different flavonoids, such as flavones,
isoflavones, flavonols, proanthocyanidins and anthocyanidins. Thus, this new Cyt P450 gene
might be useful in transgenic approaches to influence synthesis of these compounds by
modification FNS Il activity. The direct regulation of flavone formation in different plant
tissues is a useful tool to create new flower colours and to influence a wide range of economic
factors in plant performance including extend of plant disease resistance, novel products for

mammalian nutrition and nodulation capaticity in different plant species.
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G Anhang

A1l. Ubersicht

a

Chemogenetisch definierte Sorten und Linien (nach TyracH, 1995).

Sorte/Linie Genotyp Blitenfarbe | Flavonoidstruktur FNSII
Aktivitat

Delphi fns' fns, f3h f3'h; x* xX* weil3 Ap, Km (in Spuren) ja
Simm fns' fns; f3h f3'h; .. geb Ap, Km (in Spuren) ja
T1 fnsfns; f3'h* 3'h; X' x creme Km nein
T3 fnsfns; f3'h f3'h; X' x* gelb Km nein
Th 58 fns' fns; f3'h* ,; X" X orange Ap, Km, Pg ja
Clivia18-1 fnsfns; f3'h* .; x x violett Km, Cy nein
D1 fns' fns; f3'h" .; x X rot Ap, Km, Qu, Pg, Cy ja
Petruschka fnsfns; . .; X' X' rot Km, Pg nein
Uranus fnsfns; f3'h*f3'h"; X x orange Km, Pg nein
Regina # rosa Ap, Km, Pg ja
Campidano # creme Km nein
Chubby # orange Ap, Km, Pg ja
Orca # weil3 Ap, Km ja
Soleil # gelb Km nein
Spreewd derin | # orange Ap, Km, Pg ja
Klon AMBO02 | # violett Ap, Lu, Km, Qu, Pg, Cy | ja
G. jamesonii | # orange Km, Pg nein
Kleopatra # rot Km, Pg nein
Hera # rot Km, Qu, Pg, Cy nein

Genbezeichnungen :

fns Flavonsynthase ||

f3'h Flavonoid 3 -Hydroxylase

X Hemmfaktor der F3'H

* dominant

# nicht bekannt
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b.  Biochemisch charakterisierte Selbstungsnachkommenschaft von , Th 58" (Genotyp fns*

fns) (147-1..). Fettgedruckte Linien wurden fir weitere Selbstungen verwendet.

Linie Pg |[Cy |Ap |Lu |[Km |Qu |Enzymaktivitat |F3'H postulierter
imFNS Il Test | Aktivitét | Genotyp
(%dpm)*
147-100 + - + - + - 71 - fns" fns
147-101 + + + + + + 45 + fns" fns
147-102 + + + + + + 41 + fns" fns
147-103 + + + + + + 34 + fns" fns
147-104 + - - - + - 0 - fnsfns
147-105 + - - - + - 0 - fnsfns
147-106 | + + + + + + 74 + fns" fns
147-107 + - + - + - 29 - fns" fns
147-108 + - + - + - 38 - fns" fns
147-109 + + - - + + 0 + fnsfns
147-110 + - + - + - 76 - fns" fns
147-111 + - + - + - 40 - fns" fns
147-112 + - + - + - 70 - fns" fns
147-113 + + + + 67 fns" fns
147-114 + - - + 0 fnsfns
147-115 + - + - + - 34 - fns" fns
147-116 + - - + 0 fnsfns
147-117 + - - + 0 fnsfns
147-118 + - - - + - 0 - fnsfns
147-119 + - + - + - 68 - fns" fns
147-120 + - + - + - 58 - fns" fns’
147-121 + + + + fns" fns
147-122 + - - + 0 + fnsfns
147-123 + - + - + - 31 - fns" fns
147-124 + - + - + - 52 - fns" fns
147-125 + + + + + + 29 + fns" fns
147-126 + - + - + - 41 - fns" fns
147-127 + - + - + - 32 - fns" fns
147-128 + - - - + - 0 - fnsfns
147-129 + - - + - 38 - fns" fns
147-130 | + + + + + + 53 + fns" fns

- Seite 120 -



Linie Pg |[Cy |Ap |Lu [Km |Qu |Enzymaktivitat |F3'H postulierter
imFNS Il Test | Aktivitét | Genotyp
(%dpm)*
147-131 + + + + + + 26 + fns" fns
147-132 + - - - + - 0 - fnsfns
147-133 + + - - + + 0 + fnsfns
147-134 + - + - + - 43 - fns" fns
147-135 + - + - + - 16 - fns" fns
147-136 + + + + + + 438 + fns" fns
147-137 + + - - + + 0 + fnsfns
147-138 + + + + + + 35 + fns" fns
147-139 + + - - + + 0 + fnsfns
147-140 + - + - + - 69 - fns" fns
147-141 + + + + + + 14 + fns' fns
147-142 + - + - + - 50 - fns" fns
147-143 + - + - + - 27 - fns" fns
147-144 + + + 36 + fns" fns
147-145 + + + 77 + fns" fns
147-146 + - - - + - 0 - fnsfns
147-147 + - + - + - 36 - fns" fns
147-148 | + + + + + + 53 + fns" fns
147-149 + - + - + - 38 - fns" fns
147-150 + - + - + - 28 - fns" fns
147-151 + - + - + - 19 - fns" fns
147-152 + + + + + + 26 + fns" fns
147-153 | + + + + + + 63 + fns" fns
147-154 | + + + + + + 63 + fns" fns
147-155 + - + - + - 35 - fns" fns
147-156 + - + - + - 45 - fns" fns
147-157 + - + - + - 38 - fns" fns
147-158 + + + + + + 46 + fns" fns
147-159 + - - - + - 0 - fnsfns
147-160 + - - + - 38 - fns" fns
147-161 + + + + + 33 + fns" fns
147-162 + + - - + + 0 + fnsfns
147-163 | + + + + + + 65 + fns" fns

a bei vorhandener F3'H Aktivitét wurde die Summe aus alen entstandenen Flavonen zur
Ermittlung der FNS 11 Aktivitét verwendet.
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c.  Biochemisch charakterisierte Selbstungsnachkommenschaft von ,,147-120” (postulierter
Genotyp fns' fns*) (147-2..).

Linie Flavonhaltig Enzymaktivitat im F3H

FNSII Test (%odpm)® | Aktivitét
147-200 ja n.u. n.u.
147-201 ja 63 -
147-202 ja 65
147-203 ja n.u. n.u.
147-204 ja 54 -
147-205 ja n.u. n.u.
147-206 ja 65 -
147-207 ja 51
147-208 ja n.u. n.u.
147-209 ja 59 -
147-210 ja 69
147-211 ja n.u. n.u.
147-212 ja 50 -
147-213 ja n.u. n.u.
147-214 ja 62 -
147-215 ja n.u. n.u.
147-216 ja n.u. n.u.

a bei vorhandener F3'H Aktivitét wurde die Summe aus alen entstandenen Flavonen zur
Ermittlung der FNS 11 Aktivitédt verwendet.

n.u. nicht untersucht
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d. Biochemisch charakterisierte Selbstungsnachkommenschaft von ,,147-125" (postulierter
Genotyp fns* fns) (147-3..).

Linie Flavonhaltig Enzymaktivitat im F3H
FNSII Test (%odpm)® | Aktivitét

147-300 ja 55 -
147-301 ja 45 +
147-302 nein 0 -
147-303 ja 33 -
147-304 ja 61 -
147-305 ja 23 +
147-306 nein 0 +
147-307 ja 45 -
147-308 ja 57 +
147-309 nein 0 -
147-310 ja 51 -
147-311 ja 34 -
147-312 nein 0 +
147-313 nein 0 -
147-314 ja 64 +
147-315 ja 40 -
147-316 nein 0 -
147-317 ja 56 -
147-318 nein 0 +
147-319 ja 34 +
147-320 ja 39 -
147-321 nein 0 -
147-322 ja 47 +
147-323 ja 69 -
147-324 ja 30 -
147-325 nein 0 +
147-326 ja 15 -

a bei vorhandener F3'H Aktivitét wurde die Summe aus alen entstandenen Flavonen zur
Ermittlung der FNS 11 Aktivitét verwendet.
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e.  Biochemisch charakterisierte Selbstungsnachkommenschaft von ,,147-114" (postulierter
Genotyp fns fns) (147-4..).

Linie Flavonhaltig Enzymaktivitdt im F3'H

FNSII Test (%odpm)® | Aktivitét
147-400 nein 0 -
147-401 nein 0
147-402 nein n.u. n.u
147-403 nein 0 -
147-404 nein n.u. n.u.
147-405 nein 0 +
147-406 nein n.u. n.u
147-407 nein 0 -
147-408 nein n.u. n.u
147-409 nein n.u. n.u
147-410 nein 0 -
147-411 nan 0 +
147-412 nein n.u. n.u
147-413 nein n.u. n.u
147-414 nein n.u. n.u.
147-415 nen 0 +
147-416 nein n.u. n.u
147-417 nen 0 -
147-418 nein n.u. n.u
147-419 nein 0 -
147-420 nein 0 -
147-421 nein n.u. n.u.
147-422 nan 0 +
147-423 nein n.u. n.u
147-424 nein 0 -
147-425 nein n.u. n.u
147-426 nein n.u. n.u.
147-427 nan 0 +
147-428 nein n.u. n.u
147-429 nein 0 -
147-430 nein n.u. n.u
147-431 nein n.u. n.u
147-432 nein 0 -

a bei vorhandener F3'H Aktivitét wurde die Summe aus alen entstandenen Flavonen zur

Ermittlung der FNS 11 Aktivitét verwendet.

n.u. nicht untersucht
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A2. Ubersicht der verwendeten PCR-Primer

Name Nukleotidsequenz

Oligo A 5-TTTTTTTTTTTTMA-3

OligoC 5-TTTTTTTTTTTTMC-3

Oligo G 5-TTTTTTTTTTTTMG-3

Decamer 1 5- CGCCATTTGG -3

Decamer 2 5- CGCCATTCGG -3

Decamer 3 5- CGCCCTTTGG -3

Decamer 4 5- CGCCCTTCGG -3

Decamer 5 5- CGCCGTTTGG -3

Decamer 6 5- CGCCGTTCGG -3

Decamer 7 5-CGCCTTTTGG -3

Decamer 8 5-CGCCTTTCGG -3

GSP1 5- AGTCGTTCACCTACAACATCCC -3

GSP2 5- ATTAACACCAGGACACCCTCTC-3

GSP3 5- CTCCTCCCCGTCCCAAAAGGCG -3

GSP4 5- TAACACCAGGACACCCTCTCCTCCC -3

GSP5 5- TGCATACCCAAGATATACGATAAGC -3

GSP6 5- TTCAAACACGTGAGTCCCAAGG -3

GSP7 5-ATCTTCAAAGTGTTTCCTCGTTCC -3

GSP8 5- AATGGAACACACACAAAATCTACC -3

GSP9 5- TCACCACTGAGAGTTCTCTCATGG -3

AAP 5 - GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG-3
backrace 5- GCCACGCGTCGACTAGTACG -3

Oligo (dT) Anker | 5-GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTITTITTV-3
PCR-Primer 5-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3

CypFNS1H 5- CAAAGGATCCCAACACCATGAATACACTCC-3
CypFNSIR 5- AGATAGACCGACTGCCATCAAGAAAGC -3
prAUgs’ 5- GCTATGACCATGATTACGCCAAGC -3

prUAg3’ 5- TGTAAAACGACGGCCAGTGAA -3

M = A, C, G-Wobble

| =Inosin
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A3. Nukleinsauresequenzen mit abgeleiteter Aminosauresequenz der  verschiedenen

erhaltenen PCR-Fragmente

Legende:

Fett : PCR Primer.

Unterstrichen : Start- und Stopkodon.

Doppelt unterstrichen : potentielle Sauer stoff-Bindungsr egion.
Cyt P450 Finger print - Hdm-Bindungsstelle

hydrophobe Aminosiuren im Bereich des Membranankers
Prolin-reiche Region

konservierte Bereiche bekannter Cyt P450 mit unbekannter Funktion

a.  Differential Display Fragment CypDDd7a, einschlieflich der fur ein 5-RACE
abgeleiteten genspezifischen Primer.

P F GT GRRGCPGVNLAMRELSV VI A NTLI 27
CCTTTTGGGACGGGEGAGGAGAGGGT GTCCTGGTGT TAATTTGGCCATGAGAGAACTCTCAGT GGTGATTGCAAACCTCAT 80
D7> <GSP9

C F DWDVVGERLILNTIDERAGLTAPRA 53
ACAATCCTTTGATTGGGATGT TGTAGGT GAACGACTAT TGAATACAGAT GAACGT GCTGGAT TGACGGCTCCAAGGECGG 160

V D FV CVZPLERGNTULIKI L GS N * 74
TAGATTTTGTGTGT GT TCCATTGGAACGAGGAAACACT TTGAAGATTCTTGGTTCAAACTAAATTTATTTGITGITGCTT 240
<GSP8 <GSP7
TCTTGATGGCAGTCGGTCTATCTATAGGT CATAATACCTTGGGACTCACGTGTTTGAATCTTAATACGCTTTTAGTACAT 320
TGCTTATCGTATATCTTGGGTATGCATGAAAAAAAAAAA 359
<digo A
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b. 5-RACE Fragment CypTABATA

M NTL QLI F L L FFFPTULL F L
ATGTCCTAACACAACCCAACACCATGAATACACTCCAACTCATCTTCCTCCTCTTCTTCTTCCCAACCTTACTCTTCCTC

Yy CLPYKRNQNMHRRL®P®PSUPZPSZFZPI I GHIL
TACTGT CTCCCCTACAAAAGAAACCAAAACCACCGCCGT CTTCCGCCGT CCCCGCCATCTTTTCCGATCATCGGCCACCT

HHLGPLI HQSFHALSTRYGSLI HLRL
CCACCATCTCGGCCCACTCATCCACCAATCCTTCCACGCTCTCTCCACTCGCTACGGCTCTCTAATCCACCTCCGTCTCG

GsvpPCVVVST®PDLAKDT FLIKTNELATFS S
GCTCAGT CCCATGCGT CGT CGT TTCAACCCCAGACCT CGCCAAAGACT TCCTCAAAACAAACGAACTCGCGTTCTCATCA

R KHSLAI DHI TYGVAFAFAPYG GTY WK F
AGAAAACACT CCTTAGCCAT CGACCACATCACCTATGGCGTAGCATTTGCATTCGCACCATATGGAACT TACTGGAAGT T

I K KL FTVELILGT QNLSHZFULPI RTHEI
CATCAAGAAACTCTTCACAGT GGAGCT TTTGGGCACCCAGAATCTCAGCCATTTCCTACCCATTCGAACCCATGAAATTC

R ELLRTLMV KSR RAKIERVNLTETETILTLKTILT
GCGAGCTTCTTCGAACGT TAATGGT GAAAT CTAGGGCAAAGGAGAGAGTAAACT TGACGGAAGAGT TGTTGAAGT TGACC

NNVI SQMMMSI RCSGTNSEADEAIKNILV
AACAATGT GATAAGT CAAAT GAT GATGAGCAT TAGGT GT TCGGGGACGAATAGT GAGGCT GATGAAGCAAAGAATCTTGT

R EVTIKI FGQFNVSDZFI WFICKNI DL QG
TCGGGAAGTGACCAAAATTTTTGGACAGT TTAATGT TTCAGATTTCATATGGT TTTGTAAGAACATAGAT TTGCAAGGGT

F K K RYEGTHRIRYDALULIERI I MGRETENR
TTAAGAAGAGGT ACGAGGGTACACATAGAAGATATGATGCT TTGCT TGAAAGGAT TATAAT GGGGAGGGAAGAAAATAGA

R RGK I KDGEGIKDZFLUDMLTULUDVLETUDGTKAE
AGAAGAGGGAAGATAAAAGAT GGT GAAGCGAAAGATTTTCTTGATATGT TACT TGATGT TTTGGAGGAT GGTAAGGCAGA

I K1 T RDHI KAL 1 L DFLTAGTDTTAI A
GATTAAAATTACTAGAGACCACATCAAAGCCTTGATTTTGGACTTTCTTACAGCT GGGACGGATACCACCGCGATTGCAA

Il E WAL V ELI NNPNALEIKARIOQEI DQVI G
TTGAATGGGCACTAGT CGAAT TGATAAACAACCCGAACGCT CTCGAGAAAGCAAGACAAGAGATTGATCAGGT CATCGGT

DERLVQESDTWPNLWPYI QAI I KEALRLMH
GATGAGAGGCTAGT TCAAGAAT CAGACACGCCTAACCTCCCTTATATCCAAGCTATCATAAAGGAAGCCCTACGACTTCA

P PI PMLI RKSTENVI VQGYDI P AGTL
CCCACCAATCCCAATGT TGATTCGCAAGT CAACAGAAAATGTAATTGT TCAGGGGTATGACATCCCAGCCGGCACCTTGT

L F VNI WSI GRNPOQCWETWPLEUFIKUPHRFL
TGITTGTCAATATTTGGT CCATTGGAAGAAACCCT CAATGT TGGGAAACCCCTTTAGAGT TCAAGCCTCATCGGTITTTTG

D GGDULIKSSLDI KGHNFOQLULWPFGTGRRG
GATGGTGGTGACCTTAAAAGCTCTTTAGATATTAAAGGCCACAATTTTCAACTATTGCCTTTTGGGACGGGGAGGAGAGG

cC PGV NLAMRETL S VYV

GTGTCCTGGTGTTAATTTGGCCATGAGAGAACTCTCAGTGGTGA
<GSP9
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720
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c. CYPO3B2, vollstandige Sequenz (GenBank AF156976), einschliefdlich aller wesentlichen

Primer.
M NTUL QLI L L FFFPTL L F L 19
ATGTCCTAACACAACCCAACACCATGAATACACTCCAACTCATCTTCCTCCTCTTCTTCTTCCCAACCTTACTCTTCCTC 80
CypFNS1H>
Yy C L PYKRNQNMHRRLUPPSPPSFWPI I GH L 46

TACTGT CTCCCCTACAAAAGAAACCAAAACCACCGCCGT CTTCCGCCGT CCCCGCCATCTTTTCCGATCATCGGCCACCT - 160

HHLGPLI HQSFHALSTRYGSLI HLRL 72
CCACCATCTCGGCCCACTCATCCACCAATCCTTCCACGCTCTCTCCACTCGCTACGGCTCTCTAATCCACCTCCGTCTCG 240

GsvpPCVVVST®PDLAKDT FLIKTNEILATFS S 99
GCTCAGTCCCATGCGT CGT CGT TTCAACCCCAGACCT CGCCAAAGACTTCCTCAAAACAAACGAACTCGCGTTCTCATCA 320

R KHSLAI DHI TYGVAFAFAPYGTY WK F 126
AGAAAACACT CCTTAGCCAT CGACCACAT CACCTATGGCGTAGCAT TTGCATTCGCACCATATGGAACTTACTGGAAGTT 400

I K KL FTVELILGT QNLSHZFLWPI RTHEI 152
CATCAAGAAACTCTTCACAGT GGAGCTTTTGGGCACCCAGAATCTCAGCCATTTCCTACCCATTCGAACCCATGAAATTC 480

R ELLRTLMVKSRAKIERVNLTETETILILKTLT 179
GCGAGCTTCTTCGAACGT TAATGGT GAAAT CTAGGGCAAAGGAGAGAGTAAACTTGACGGAAGAGT TGTTGAAGTTGACC 560

NNVI S QMMMSI|I RCSGTNSEADEAIKNTL V 206
AACAATGTGATAAGT CAAATGATGATGAGCAT TAGGT GT TCGGGGACGAATAGT GAGGCTGATGAAGCAAAGAATCTTGT 640
R EV T KI F GQFNVSDUFI WFUCIKNI DL QG 232
TCGGGAAGT GACCAAAATTTTTGGACAGT TTAATGT TTCAGATTTCATATGGT TTTGTAAGAACATAGATTTGCAAGEGT 720
F K K RYEGTHRIRYIDALULIERI I MGRETENHR 259
TTAAGAAGAGGTACGAGGGTACACATAGAAGATATGATGCTTTGCT TGAAAGGAT TATAAT GGCGAGGGAAGAAAATAGA 800
R R G K I K DGEGIKWDU FULDMLULDVLEDGIK A E 286
AGAAGAGGGAAGATAAAAGAT GGT GAAGGGAAAGATTTTCTTGATATGT TACTTGATGT TTTGGAGGATGGTAAGGCAGA 880
I K1 T R DH I K AL I L DFLTAGTDTTAI A 312
GATTAAAATTACTAGAGACCACATCAAAGCCTTGATTTTGGACT TTCTTACAGCT GGGACGGATACCACCGCGATTGCAA 960
Il E WAL V EL I NNWPNALEI KA AR QQEI DQV I G 339
TTGAATGGGCACTAGT CGAAT TGATAAACAACCCGAACGCT CTCGAGAAAGCAAGACAAGAGATTGATCAGGTCATCGGT 1040
DERLV QESDTWPNLWPY Il QAI I KEAL R L H 366
GATGAGAGGCTAGT TCAAGAAT CAGACACGCCTAACCTCCCTTATATCCAAGCTATCATAAAGGAAGCCCTACGACTTCA 1120
P PI P MLI RKSTIENVI VQGYDI P AGTL 392
CCCACCAATCCCAATGTTGATTCGCAAGT CAACAGAAAATGTAATTGT TCAGGGGTATGACATCCCAGCCGGCACCTTGT 1200
L F VNI WSI GRNWPOQQCWETU®PILEVFIKUPHRF L 419
TGTTTGTCAATATTTGGT CCATTGGAAGAAACCCT CAATGT TGGGAAACCCCTTTAGAGT TCAAGCCTCATCGGTTTTTG 1280
D GGDULK S SLDI KGHNFOQLLPFGTGRR G 446
GATGGTGGTGACCTTAAAAGCTCTTTAGATATTAAAGGCCACAATTTTCAACTATTGCCTTTTGCGACGGGGAGGAGAGG 1360
D7>
C PGVNLAMRELSVVI ANLI QCFDWDV 472
GITGTCCTGGTGT TAATTTGGCCAT GAGAGAACT CTCAGT GGTGATTGCAAACCTCATACAATGCTTTGATTGGCGATGI TG 1440
<GSP9

V GERLLNTIDERAGLTAPRAVDUFVCVFPL 499
TAGGTGAACGACTATTGAATACAGATGAACGT GCT GGAT TGACGGCT CCAAGGGCGGTAGATTTTGTGTGTGT TCCATTG - 1520

<GSP8
E R GNTL K1 L G S N * 511
GAACGAGGAAACACTTTGAAGATTCTTGGT TCAAACTAAATTTATTTGT TGTTGCTTTCTTGATGGCAGTCGGTCTATCT 1600
<GSP7 <CypFNS1R
ATAGGTCATAATACCTTGGGACTCACGTGTTTGAATCTTAATACGCTTTTAGTACATTGCTTATCGTATATCTTGGGTAT 1680
GCATGAAAAAAAAAAA 1697
<digo A
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A4. Beschreibungen und Referenzen der in Tabelle 11 bzw. Abb. 30 verwendeten Cyt P450.

Cytochrom | Funktion Herkunft Accession Nr. Referenzen

PA450cm Pseudomonas putida P00183 PouLos et al., 1987

CYP73A4 C4H Catharanthus roseus 732563 Horze et d., 1995

CYP73A12 | C4H Zinnia elegans U19922 YE und VARNER,
1996

CYP73A14 | C4H Glycyrrhiza echinata D87520 AkasHi et a., 1997

CYP75A1 F3' 5H Petunia Hybrida 722545 HoLTon et al.,
1993a

CYP75A8 F3' 5H C. roseus AJ011862 KALTENBACH €t al.,
1999

CYP75B2 F3'H P. Hybrida AF155332 BRUGLIERA €t dl.,
1999

CYP74 AQOS Linum usitatissimum U00428 Sone et al., 1993

CYP80 BS Berberis stolonifera U09610 KRrauss und
KutcHan, 1995

CYPB4A2 | F5H Lycopersicon esculentum AF150881 unverdffentlicht

CYPB4A3 | F5H Liquidambar styraciflua AF139532 OsakABE et dl.,
1999

CYP3A1 | 7?72 Glycine max D83968 Suzuki et a., 1996

CYP93A2 m”? G. max D86351 Suzuki et al., 1997

CYPO3A3 D6aH G. max Y 10492 ScHoprFER €t al.,
1998

CYP93B1 F2H G. echinata AB001380 AkasH et al., 1997

CYPO3B2 FNSII Gerbera Hybriden AF156976 MARTENS und
ForkmaNN, 1999

CYP93C1 2-HIS G. max AF022462 SreeLe et d., 1999

CYPO3C2 ? G. echinata AB023636 unveroffentlicht

CYP93C3 ? Cicer arietinum AJ243804 unveroffentlicht

CYP93E1 7 G. max AF135485 SteeLe et al., 1999
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