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A. Finleitung

A. Einleitung

Die Bedeutung der Flavonoid 3’- und der Flavonoid 3’°,5’-Hydroxylase lisst sich grund-
sdtzlich von drei verschiedenen Gesichtspunkten aus betrachten.

Der erste, und wahrscheinlich bedeutungsvollste, besteht in der Auswirkung dieser En-
zyme auf die Bliitenfarben von Pflanzen. Kein anderes Enzym beeinflusst die Farbe von
anthocyanhaltigen Bliiten in solchem Ausmal} wie diese. Hauptsdchlich durch ihre Aktivi-
tit konnen in Bliiten intensive rote und blaue Farben erzeugt werden.

Der zweite Gesichtspunkt besteht in der von diesen Enzymen durchgefiihrten Modifikation
des B-Rings bei Flavonoiden, die beziiglich der fiir das menschliche Auge sichtbaren Far-
bung von Bliiten keine oder nur eine untergeordnete Rolle spielen, dafiir aber andere wich-
tige Eigenschaften besitzen. Hierbei ist vor allem die Bedeutung dieser Flavonoide fiir die
Pflanze in bezug auf die Anlockung von Bestdubern, den Schutz vor Strahlenschéden,
Féulnis, Schédlingsbefall und Tierfral zu beriicksichtigen. Dariliber hinaus spielen ver-
schiedene, zunehmend als Bioflavonoide bezeichnete Flavonoide bzw. deren Derivate eine
wichtige Rolle in der menschlichen Erndhrung und in der Medizin.

Der dritte Aspekt betrifft die Zugehorigkeit beider Enzyme zu den Cytochrom P450 En-
zymen. Diese ubiquitir vorkommende Enzymgruppe katalysiert eine Vielfalt von chemi-
schen Reaktionen im Primér- und Sekundirstoffwechsel aller Organismen und zeichnet
sich einerseits durch ihre hohe Ahnlichkeit im Aufbau, andererseits durch die groBe Ver-

schiedenartigkeit ihrer Funktionen aus.

A.1 Flavonoide

Flavonoide stellen eine wichtige Gruppe sekundérer Pflanzenstoffe dar, deren Struktur sich
vom Cis-Flavangrundgeriist ableiten ldsst (Abb. 1). Es besteht aus zwei aromatischen C-
Ringen und einem sauerstofthaltigen Heterozyclus (Pyranring). Die einzelnen Gruppen der
Flavonoide unterscheiden sich im Oxidationsgrad ihres zentralen Pyranrings. Die Vertreter
einer Gruppe wiederum in der variierenden Zahl und Anordnung der Hydroxyl- und Alkyl-
substituenten und der unterschiedlichen Art, Zahl und Stellung von Zuckerresten. Die
meisten Flavonoide treten in der Pflanze in glykosidisch gebundener Form auf, was ihre

Wasserloslichkeit erheblich steigert.
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Flavonoide absorbieren elektromagnetische Strahlung in einem Spektralbereich von 220-
600 nm (Bohm, 1998). Bis 1999 konnten bereits iiber 6400 verschiedene Flavonoide iden-
tifiziert werden (Harborne und Williams, 2000).
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Abb. 1: Oxidationszustand des Heterozyklus der wichtigsten Flavonoidklassen.

A.1.1 Bedeutung der Flavonoide

Die Bedeutung der Flavonoide in der Natur ist so vielfiltig, dass hier nur ein genereller

Uberblick iiber die wichtigsten Funktionen von Flavonoiden gegeben werden kann. Ein-

zelnen Flavonoiden dabei eine spezifische Funktion zuzuordnen ist oft nicht moglich, weil

es hdufig vorkommt, dass ein und dasselbe Flavonoid in unterschiedlichen Organismen

vollig verschiedene Aufgaben erfiillt. AuBlerdem ist es unter Umstdnden nicht moglich, sie

isoliert und von anderen Faktoren losgelost zu betrachten und zu bewerten.

Die auffilligste Funktion der Flavonoide stellt ohne Zweifel die Farbung von Bliiten, Blét-

tern und anderen Pflanzenteilen dar. Die Farbung von Bliiten und Friichten, die dazu dient

Bestduber und Fruchtverbreiter anzulocken, wird eingehend in Kapitel A.2 (inkl. Unterka-

pitel) besprochen.
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Weitere wichtige Aufgaben, die Flavonoide in Pflanzen iibernehmen, sind im Einzelnen:
der Schutz vor Strahlenschidden (v.a. UV-B-Strahlung), der Schutz vor Fiulnis, Fra3 und
Schédlingsbefall (v.a. Catechine und Isoflavone), die z.T. essentielle Rolle als Faktoren fiir
Pollenkeimung und Pollenschlauchwachstum, die Funktion als Signalstoffe fiir die Nodu-

lation von Kndllchenbakterien bei Leguminosen und fiir die Eiablage bestimmter Insekten.

Die Farbung von Bléttern und der Epidermis von Pflanzen durch Flavonoide dient vor al-
lem dem Schutz vor Strahlenschidden. Dies umfasst sowohl den Schutz, insbesondere des
Photosystems II vor Photooxidation bei ,natiirlicher Strahlenbelastung, als auch den
Schutz der gesamten Pflanze bei verstdrkter UV-B-Exposition.

Der gesamte UV-A Anteil (320-400 nm) und ein Teil des UV-B Anteils (280-320 nm) der
von der Sonne abgestrahlten UV-Strahlung (100-400 nm) erreicht die Erdoberflache. Der
gesamte UV-C Anteil (100-280 nm) und ein Teil des kurzwelligen UV-B Anteils werden
von der Ozonschicht absorbiert (Green, 1983; Robberecht, 1989). Das langwelligere UV-A
verursacht ,,nur® verhéltnismifBig leichte photooxidative Schdden, wihrend das energierei-
chere UV-B, neben Photooxidationen, stirkere Photoldsionen verursacht (Larcher, 1995).
Diese Photoldsionen bestehen u.a. in der Sprengung von Disulfidbriicken bei Proteinen,
Dimerisierung von Thymingruppen in der DNA, Schiadigung des D1-Proteins des Photo-
sytems II, der Rubisco und der Membranlipide, vor allem durch Peroxidation der Lipide
(Riiegsegger, 1996).

Flavonoide sind ebenso wie z.B. Ascorbinsdure, Tocopherole und Carotinoide in der Lage,
als sogenannte ,,quencher* reaktive Sauerstoffspezies wie z.B. hochreaktiven Singluettsau-
erstoff zu neutralisieren, oder als ,,scavenger* (Radikalenfanger) unter anderem Hydroxyl-
radikale zu inaktivieren und somit photooxidative Schiden zu vermindern bzw. zu verhin-
dern (Elstner, 1996). Die primdre Funktion der in der Epidermis akkumulierten Flavonoide
besteht jedoch darin, zusammen mit den Epicuticularwachsen, den Grofiteil der schédli-
chen UV-B Strahlung zu absorbieren.

Versuche mit zwei Arabidopsis-Mutanten, die in einem Fall eine Chalkon-Synthase- und in
dem anderen Fall eine Calkon-Isomerase-Mutation aufwiesen und daher beide nicht in der
Lage waren, nach UV-B-Bestrahlung Flavonoide zu akkumulieren, zeigten bei den Mut-
anten eine deutlich héhere UV-B-Sensibilitit als der Wildtyp (Li et al., 1993). Versuche
mit einer weiteren Arabidopsis-Mutante, welche keine Flavonoide nach UV-B-Bestrahlung

akkumulierte, zeigten ebenfalls eine erhohte UV-B-Empfindlichkeit, wihrend sich die
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Mutante in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber anderen Stref3faktoren wie z.B. Hitze, Hypo-
xia, Salz und Kilte nicht von dem Wildtyp unterschied (Lois und Buchanan, 1994).
Weitere Versuche mit dem Arabidopsis-Wildtyp zeigten bei UV-Bestrahlung mit verschie-
denen Wellenldngen und Intensititen unterschiedlich starke Zunahme an Flavonoidgehalt
der Epidermis und bestitigten somit die iibrigen Resultate (Lois, 1994).

Untersuchungen bei Raps (Brassica napus) zeigten eine Akkumulation von Flavonoiden in
den Bléittern nach UV-B-Bestrahlung (Wilson und Greenberg, 1993). In Versuchen, in de-
nen Pflanzen mit monochromatischem Licht mit einer Wellenldnge von 298 nm bestrahlt
wurden, konnte zum Teil schon nach wenigen Minuten Bestrahlungsdauer eine deutliche
Akkumulation von Flavonoiden in den untersuchten Pflanzengeweben beobachtet werden.
Bei einer Zellkultur von Petroselinum crispum erfolgte eine verstirkte Flavonoidakkumu-
lation bereits nach wenigen Sekunden Bestrahlungsdauer (Beggs et al., 1986). Selbst bei
UV-C-Bestrahlung im Wellenbereich von 220-280 nm konnte bei Arbutus unedo (Erd-
beerbaum), ein vor allem im mediterranen Raum vorkommendes Heidekrautgewichs, eine
u.a. durch Flavonoidakkumulation bedingte Absorption der UV-Strahlung durch die Blatt-
epidermis von 90-95 % beobachtet werden (Wellmann, 1983). Bei dem Antarktismoos
(Bryum argenteum) konnten jahreszeitliche Schwankungen des intrazelluldren Gehaltes an
Flavonglykosiden entsprechend der UV-Strahlenbelastung beobachtet werden und anhand
von quantitativen Analysen aus gesammelten Herbariumproben die Jahre mit - durch das
Ozonloch verursachter - erhdhter UV-Strahlenbelastung rekonstruiert werden (Markham et
al., 1990). Des Weiteren zeigten Versuche, dass eine signifikante Akkumulation von Fla-
vonoiden, die in der Lage sind, UV-B-Strahlung zu absorbieren, auch bei Pflanzen auftre-
ten, die ,,natiirlichem* Starklicht, wie es z.B. an einem Sommermittag im Freien auftritt,
ausgesetzt wurden (Teramuara, 1986).

Viele weitere Untersuchungen bestdtigen die herausragende Bedeutung der Akkumulation
von Flavonoiden als Schutz vor Strahlung in einem weiten Wellenldngenbereich, so dass

einige Wissenschaftler darin die urspriingliche Bedeutung von Flavonoiden fiir die frithe

Entwicklung von terrestrischen Pflanzen sehen (Bohm, 1998).

Auch als Phytoalexine und Catechine (Vorstufe zahlreicher Gerbstoffe) spielen Flavonoide
zum Schutz der Pflanze vor Pathogenbefall, Tierfral und Fiulnis eine grofe Rolle. Aus
Proanthocyanidinen kénnen sogenannte kondensierte Gerbstoffe gebildet werden. Die da-
bei synthetisierten Oligo- bzw. Polymere werden durch Kondensation von zwei oder mehr

Hydroxyflavanolen gebildet (Schweizer und Métraux, 1996).
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So hat beispielsweise das in den Blattstielen der Erdnuss (Arachis hypogaea) gebildete
Procyanidin eine stark fraBhemmende Wirkung auf die Rohrenlaus (Apis craccivora)
(Harborne und Grayer, 1994). Die Wirkung der Gerbstoffe in ihren fraBhemmenden und
pathogenabwehrenden Eigenschaften ist dabei vielfdltig. In ihrer unléslichen Form verlei-
hen sie dem Pflanzengewebe Zahigkeit, was das Eindringen der Schédlinge erschwert, in
ithrer 16slichen Form wirkt allein ihr Geschmack fraBhemmend. Des weiteren fiihrt die Ei-
genschaft von Gerbstoffen, Proteine in unverdaulichen Komplexen zu binden dazu, dass
die Verwertung der aufgenommenen Nahrung fiir den Parasit stark vermindert wird. Dar-
iber hinaus wird angenommen, dass komplexe Gerbstoffe in der Lage sind, das Wachstum
von schédlichen Insekten durch das Inhibieren wichtiger Stoffwechselfunktionen signifi-
kant zu verringern. Diese Eigenschaft teilen die komplexen Gerbstoffe mit zahlreichen an-
deren Flavonoiden, die die Vermehrung von Pflanzenschéddlingen zu verringern vermdgen.
Darunter kommen Vertreter von vielen verschiedenen Flavonoidklassen vor wie z.B. Lute-
olin und Tricetin bei den Flavonen, Quercetin und Myricetin bei den Flavonolen und Erio-
dictyol und Dihydroquercetin bei den Flavononen bzw. den Dihydroflavonolen (Harborne
und Grayer, 1994). Ebenso fungieren zahlreiche Vertreter aus unterschiedlichen Flavo-
noidklassen, insbesondere Isoflavone, als Phytoalexine. Verschiedene Untersuchungen
zeigten, dass nicht glykosilierte Flavonoide eine stirkere antibiotische Wirkung besitzen
als glykosilierte, was mit der groBeren Wirksamkeit lipophiler Molekiile gegeniiber Mole-
kiilen mit polaren Substituenten zu erkldren ist. Die Synthese von Flavonoiden, die als
Phytoalexine fungieren, erfolgt nicht zwingend erst nach Pathogenbefall, sondern kann
auch durch andere duBlere Reize, wie z.B. UV-Bestrahlung, Hitzeschock, Verwundung

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

Eine weitere erwdhnenswerte Eigenschaft von Flavonoiden ist ihre allelopathische Wir-
kung, d.h. die Fahigkeit zahlreicher Pflanzen durch Sezernierung von Flavonoiden das
Wachstum und die Entwicklung artfremder Pflanzen zu unterdriicken (Roshchina und
Roshchina, 1993). Von Leguminosenwurzeln ausgeschiedene Flavonoide - v.a. Chalkone,
Flavanone, Flavone und Isoflavone - dienen auflerdem als Signalmolekiile fiir die Nodula-
tion von Kndllchenbakterien, in dem sie die Transkription von Nodulationsgenen induzie-
ren (Bohm, 1994 und 1998). Auch bei der Pollenkeimung, dem Pollenschlauchwachstum
und bei der Samenbildung scheinen Flavonoide wichtige Signalfunktionen zu iibernehmen.

So zeigten sterile Pollen einer Petunien-Mutante, die iiber keine Chalkonsynthaseaktivitit
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verfiigte und daher keine Flavonoide synthetisieren konnte, durch Zugabe von Stigmaex-
trakten des Wildtyps normale Pollenkeimung und normales Pollenschlauchwachstum unter
Kulturbedingungen und vollstindige Samenreifung in vivo. Das fiir die Wiederherstellung
der Pollenfertilitdt verantwortliche Flavonoid, das Flavonol Kaempferol, zeigte auch bei
Untersuchungen von zahlreichen anderen Pflanzen groBen Einfluss auf die Pollenkeimung
und das Pollenschlauchwachstum (Bohm, 1998). Auf der anderen Seite zeigten Versuche
mit A. thaliana-Mutanten, die ebenfalls keine Chalkonsynthaseaktivitdt besallen, keinerlei
Wirkung auf die Pollenfertilitdt, so dass der Einfluss von Flavonoiden auf die Pollenent-
wicklung offensichtlich kein universelles Phinomen bei Samenpflanzen darstellt (Burbulis

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

Neben den vielféltigen Aufgaben, die Flavonoide in der Natur erfiillen, gewinnen Flavo-
noide in der menschlichen Erndhrung und in der Medizin immer mehr an Bedeutung.
Zahllose Artikel beschiftigen sich mit den gesundheitsférdernden Eigenschaften der soge-
nannten Bioflavonoide. Der Begriff Bioflavonoide geht auf den amerikanischen Wissen-
schaftler Albert Szent-Gyorgyi von Nagyrapolt zuriick. Er bezeichnete damit die gelben
Farbstoffe (lat. flavus = goldgelb, blond) in den Schalen von Zitrusfriichten. Spéter wurde
der Begriff Bioflavonoide auf alle natiirlich vorkommenden Flavonoide mit einer pharma-
kologischen Wirkung ausgedehnt. Szent-Gyorgyi entdeckte 1936, dass reines Vitamin C
eine geringere praventive Wirkung gegen Skorbut zeigte als aus Zitronenschalen extra-
hiertes verunreinigtes Vitamin C. Nach ersten Analysen der ,,Verunreinigung®, welches er
zundchst ,,Citrin® nannte, ging Szent-Gyodrgyi davon aus, dass die synergistische Wirkung
auf ein einziges Flavonoid zuriickzufiihren war. Nach weiteren Untersuchungen nannten
Szent-Gyorgyi und seine Mitarbeiter Benthsath und Rusznyak die isolierte Substanz Vita-
min-P (Benthsath et al., 1937). Das P stand fiir Permeabilitit bzw. Permeabilitdtsfaktor, da
Vitamin-P in der Lage war, die Permeabilitit und Fragilitdt von Blutkapillaren herabzu-
setzen und damit einer moglichen Veneninsuffizienz und Blutungen von KapillargefdB3en,
wie sie bei Skorbut auftreten, entgegenzuwirken. Auf diesem Effekt beruht zumindest zum
Teil wahrscheinlich auch die antiexsudative (= 6demprotektive) und antiphlogistische
Wirksamkeit von Flavonoiden. Erklart wird diese Wirkung durch eine Reihe von in vitro
nachgewiesenen Effekten, darunter u.a. die Hemmung von Hyaluronsdureabbau und His-
taminausschiittung, die Radikalfangereigenschaften und die Stimulierung der Kollagenbio-

synthese.
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Spétere Untersuchungen zeigten jedoch, dass Citrin bzw. Vitamin-P zum einen kein ein-
zelnes Flavonoid, sondern ein Gemisch aus den zwei Flavanonen Hesperidin (Hesperetin-
7-O-rutinosid) und Eriodictyol war (Lahann und Purucker, 1974), zum anderen liel sich
kein reines Vitamin-P-Mangelsyndrom erzeugen. Szent-Gyorgyi, der 1937 den Nobelpreis
fiir Medizin uv.a. flir die Erforschung und erstmalige Isolierung von Vitamin C aus Paprika
erhielt, riumte ein, dass fiir die antihdmorrhagische Wirkung von Vitamin-P geringe Men-
gen an Vitamin C essentiell notwendig sind und dass die Wirkung von reinem Vitamin-P
eher vergleichsweise gering sei.

In den folgenden Jahrzehnten wurden viele Flavonoide auf ihre gesundheitsférdernden
Wirkungen - insbesondere auf ihren Vitamin-P-Charakter - hin untersucht. Es wurden wei-
tere Flavonoide mit Vitamin-P-Eigenschaften entdeckt, wie z.B. das Rutin (Quercetin 3-O-
rutinosid), welches ebenfalls positiven Einfluss auf verschiedene Krankheitsbilder, die mit
Kapillarblutungen oder Odemen einhergehen, zeigte und daher auch als ein Bioflavonoid
mit Vitamin-P-Wirkung bzw. als Vitamin-P-Faktor bezeichnet wurde. Jahrzehntelang ver-
schrieben Hausirzte in den USA Bioflavonoide bei entsprechenden Leiden. Da es aber im
Laufe der Zeit nie gelang bei einem Bioflavonoid einen echten Vitamincharakter nachzu-
weisen, verfligte die FDA (Food and Drug Administration) 1968 eine Aberkennung des
Vitamin-P-Status fiir Flavonoide und stoppte die drztliche Verschreibung von Flavonoiden.
Der Verkauf von Flavonoiden, vor allem in Kombination mit Vitamin C und anderen Vi-
taminen, wurde aber nach wie vor geduldet, nicht zuletzt aufgrund der objektiv nachweis-
baren gesundheitsfordernden Eigenschaften von Flavonoiden. Der synergistische Effekt,
dass ein mit Flavonoiden ,,verunreinigtes®, natiirliches Vitamin C eine wesentlich stirkere
praventive und heilende Wirkung auf Skorbut aufweist, als vollkommen aufgereinigtes
bzw. synthetisches Vitamin C, ist neben den oben aufgefiihrten Eigenschaften von Biofla-
vonoiden, mit einer von diesen bewirkten besseren Aufnahme von Vitamin C und mit der
Schutzwirkung des Vitamin C vor Autooxidation und dem Angriff von freien Radikalen
u.a. aggressiven Sauerstoffverbindungen zu erkldren (Lahann und Purucker, 1974; Cody,

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

Nach der Erforschung des Vitamin-P-Charakters der Bioflavonoide machte ein weiteres
Phinomen, welches als das ,,Franzosische Paradoxon® (French paradox) bezeichnet wird,
Anfang der 70er Jahre auf sich aufmerksam. Das ,,Franzdsische Paradoxon* beschreibt das

widerspriichliche Phidnomen, dass in Frankreich trotz fett- und cholesterinreicher Erndh-
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rung signifikant weniger Menschen an Herzinfarkt sterben als in anderen Léndern. Da die-
ses Phdnomen auch in anderen mediterranen Landern, deren Bevdlkerung traditionell einen
hohen Weinkonsum hat, auftrat, wurde der Zusammenhang von Herzinfarkt und Weinkon-
sum nédher untersucht.

Eine bereits 1979 angelegte Studie zeigte den Zusammenhang zwischen dem pro Kopf
Konsum von Wein und der Sterberate der 55-64 jahrigen an Herzinfarkt bei der Bevolke-
rung von 18 Industrienationen (Brourzeix, 1993). Das Ergebnis zeigte eindeutig, dass in
Landern mit hohem pro Kopf Konsum an Wein die Sterberate an Herzinfarkt deutlich
niedriger war als in Lédndern mit niedrigerem Weinkonsum. Frankreich, das die wenigsten
Sterbefdlle aufwies, zeigte eine iiber 5 mal geringere Sterberate als das Schlusslicht Finn-
land. Zudem zeigte die Hélfte der Lander mit hohem und mittlerem Weinkonsum eine fast
lineare Korrelation zwischen Weinkonsum und Herzinfarkttoten.

Eine weitere Studie von Criqui und Rigel (1994), die das Verhéltnis von Sterbefillen an
koronaren Herzkrankheiten und dem Alkoholkonsum der Bevolkerung von 21 Lindern in
den Jahren 1965, 1970, 1980 und 1988 untersuchten, zeigte, dass Frankreich nach Japan
die geringste Sterberate, dafiir aber den hochsten Wein- und total Alkoholkonsum von al-
len Landern aufwies. Dabei wurde auch der Zusammenhang zwischen den allgemeinen Er-
ndhrungsgewohnheiten, wie zum Beispiel die Aufnahme von ungesittigten Fettsduren
durch Olivendl oder der Obst- und Gemiisekonsum der Bevolkerung, beriicksichtigt. Die
Ergebnisse zeigten eine umgekehrt proportionale Abhéingigkeit der Sterbefille an Herz-
krankheiten vom Weinkonsum der Bevolkerung, die unabhédngig vom total Alkoholkon-
sum oder anderen Erndhrungsgewohnheiten der Bevolkerung war.

Mittlerweile gilt es als gesichert, dass ein regelmifliger moderater Weinkonsum die Ge-
fahr, an einer Herzkrankheit zu sterben, deutlich verringert. Dieser Effekt ist unbestritten
zum Teil auf den aufgenommenen Alkohol zurlickzufiihren, der z.B. den Anteil an HDL
erhoht, die Aggregation von Blutpldttchen hemmt und die Fibrinolyse steigert, wird aber
vorwiegend auf andere Inhaltsstoffe im Wein zurlickgefiihrt (Constant, 1995). Bei den da-
bei diskutierten Inhaltsstoffen handelt es sich hauptsichlich um Catechine und
Proanthocyanidine, die groftenteils in den Kernen der Weintrauben vorkommen, was auch
die ebenfalls gute Wirkung von Weillwein erklért (Brourzeix, 1993). Die Wirkungen der
Catechine und insbesondere der Proanthocyanidine sind im wesentlichen die gleichen, die

auch den Bioflavonoiden mit Vitamin-P-Charakter zugeschrieben werden.
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Neben den bereits erwéhnten Eigenschaften spielen aulerdem der Schutz vor LDL-Oxida-
tion und die daraus resultierende Verminderung der arteriosklerotischen Plaques eine grof3e
Rolle. Dieser Effekt wurde auch bei alkoholfreien Extrakten von Rotwein beobachtet
(Chjopra et al., 2000). Dariiber hinaus haben die in Wein enthaltenen Flavonoide eine ent-
spannende Wirkung auf die glatten Herzmuskelzellen, was Arrhythmien und Bluthoch-

druck entgegen wirkt (Formica und Regelson, 1995).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass Flavonoide erwiesenermalien iiber zahlreiche
gesundheitsfordernde Eigenschaften fiir den Menschen verfligen (B6hm et al., 1998). Vor
allem die praventive Wirkung gegen Herzkreislauferkrankungen, welche nach wie vor die
Haupttodesursache in den westlichen Industrienationen darstellen, hat zu der gro3en Po-
pularitit der Flavonoide beigetragen. Mittlerweile gibt es zahllose Publikationen, die den
Flavonoiden vielféltige gesundheitsfordernde Eigenschaften zusprechen. So sollen Flavo-
noide sogar die Vermehrung von HIV-Viren hemmen, indem sie die Reverse Transkriptase
der Retroviren inhibieren (Formica und Regelson, 1995). Auch bei den hiufigsten Krebs-
arten wie Lungen-, Brust — und Enddarmkrebs sollen Flavonoide eine hemmende Wirkung
auf das Wachstum der Krebszellen besitzen (Rodgers und Grant, 1998; Duthie und Dob-
son, 1999; Le Marchand et al., 2000). Es gibt so gut wie keine ernstere Erkrankung, bei der
der Einfluss von Flavonoiden noch nicht untersucht wurde. Einige dieser Studien wider-
sprechen sich und kommen zu vollig entgegengesetzten Resultaten. Aullerdem wurde der
Grof3teil der - von den Flavonoiden verursachten - Effekte nur in vitro, oder in Tierversu-
chen bzw. in Versuchen mit Zellinien nachgewiesen (Middleton und Kandaswami, 1994).
Es bleibt daher abzuwarten, welche - den Flavonoiden nachgesagten - Eigenschaften auf
Dauer durch weitere epidemiologische Studien und entsprechende biochemische und mo-

lekularbiologische Untersuchungen bestétigt werden.
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A.1.2 Flavonoidbiosyntheseweg

Die Biosynthese der Flavonoide ist Dank jahrzehntelanger Forschung weitgehend aufge-
klart. Schon 1936 postulierte Robinson (Robinson, 1936), dass die C;s-Flavo-
noidgrundstruktur aus einer C4-Cs-Einheit (B-Ring und C-Atome C2, C3 und C4 des Hete-
rozyklus) und einer Cq¢-Einheit synthetisiert wird.

Birch und Donavan stellten 1953 die Hypothese auf, dass diese Grundstruktur aus einer
Hydroxyzimtsidure und aus drei Acetateinheiten gebildet wird. Zahlreiche Versuche mit
markierten Vorstufen bestitigten diese These im wesentlichen (Grisebach, 1962). Dem-
nach stammte der B- und der C-Ring liber Phenylalanin und Zimtsdure von der Shikimin-
sdure ab, der A-Ring durch intermolekulare Kondensation von Acetateinheiten. Mit der
Entdeckung der Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) begann die enzymologische Erfor-
schung iiber die Entstehung der Phenylpropanoide und somit des Flavonoidbiosynthese-
wegs (Koukol und Conn, 1961).

Anfang der siebziger Jahre wurden aus Zellsuspensionen von Pflanzen - insbesondere der
Gartenpetersilie (Petroselinum crispum) - Enzyme des Flavonoidbiosynthesewegs isoliert
und charakterisiert. Durch spétere biochemische Untersuchungen von chemogenetisch de-
finierten Zierpflanzen konnten nun erstmals einzelne Gene mit den entsprechenden Enzy-
men korreliert werden (Seyffert, 1982). Bis auf wenige Ausnahmen sind heute alle Reakti-
onen des allgemeinen Flavonoidbiosynthesewegs mit den individuellen Unterschieden bei
verschiedenen Pflanzenarten bekannt. Sdmtliche Gene, die die Enzyme aus dem Haupt-
syntheseweg codieren, konnten als cDNA Klone isoliert werden, ebenso zahlreiche Regu-
latorgene und Gene, die fiir Modifikationen der einzelnen Flavonoidklassen verantwortlich
sind (Forkmann und Heller, 1999).

Wie bereits in Kapitel A.1 erwihnt besteht das C;s-Grundgeriist (Flavan) aus zwei aromati-
schen Cg-Ringen (A- und B-Ring) und einem sauerstofthaltigen Pyranring (C-Ring), der
mit dem A-Ring kondensiert ist. Die C¢-Cs-Einheit, aus der B- und der C-Ring gebildet
werden, stammt von Phenylalanin ab, das durch die Phenyl-Ammonium-Lyase (PAL) un-
ter Abspaltung von Ammoniak zu trans-Zimtsdure umgeformt wird. Nachfolgend wird die
trans-Zimtsdure unter Anwesenheit von molekularem Sauerstoff und NADPH als Redukti-
onsdquivalent durch das Enzym Zimtsdure 4-Hydroxylase (C4H), welches ein membran-
gebundenes CYP-Enzym darstellt, hydroxyliert und es entsteht 4-Cumarsiure. Diese wird

durch das Enzym 4-Hydroxy-Cumarsidure: CoA Ligase mit Coenzym A verestert und es

10



A. Finleitung

entsteht 4-Cumaroyl-CoA. Das so aktivierte 4-Cumaroyl-CoA reagiert mit 3 Malonyl-CoA
Molekiilen, wobei durch die Chalkonsynthase (CHS) schrittweise Acetateinheiten von den
Malonyl-CoA-Einheiten an das 4-Cumaroyl-CoA kondensiert und unter CoA-Abspaltung
und CO,-Freisetzung Tetrahydroxychalkon entsteht. Die Malonyl-CoA-Einheiten wurden
zuvor von dem Enzym Acetyl-CoA-Carboxylase (ACCase) durch Carboxylierung gebil-
det. Die Chalkonsynthase (CHS) akzeptiert neben 4-Cumaroyl-CoA auch andere Hydroxy-
zimtsdure-CoA-Ester, insbesondere Kaffeoyl-CoA, das durch Cumaroyl-CoA-Hydroxylase
aus 4-Cumaroyl-CoA gebildet wird. Alle bisher untersuchten Chalkonsynthasen zeigten je-
doch bei gleichzeitiger Anwesenheit beider Substrate einen deutlich héheren Umsatz mit
4-Cumaroyl-CoA als mit Kaffeoyl-CoA, so dass diese Reaktion wohl nur von untergeord-
neter Bedeutung ist (Heller und Forkmann, 1994). Die Bildung von Chalkonen stellt eine
Schliisselreaktion im Flavonoidbiosyntheseweg dar, da von diesen Zwischenprodukten alle
anderen Flavonoidklassen abstammen. Durch die Chalkonisomerase (CHI) wird Tetra-
hydroxychalkon stereospezifisch zu dem 2S-Flavanon Naringenin zyklisiert.

Bei einem Umsatz von Kaffeoyl-CoA entsteht iiber Pentahydroxychalkon das 2S-Flavanon
Eriodictyol mit zwei Hydroxylgruppen am B-Ring, was in der Regel durch eine Hydroxy-
lierung von Naringenin in 3’-Position durch die Flavonoid 3’-Hydroxylase (F3’H) gebildet
wird. Die Bildung von 3°,4",5’-hydroxyliertem Pentahydroxyflavanon wird durch die Fla-
vonoid 3’,5’-Hydroxylase (F3’,5’H) katalysiert, die die 3°,5’-Hydroxylierung in einem
Schritt von Naringenin ausgehend, oder eine 5’-Hydroxylierung von Eriodictyol ausge-
hend, vollziehen kann. Die Flavanone koénnen neben diesen Modifikationen des B-Ringes
in zwei weitere Flavonoidklassen iiberfiihrt werden. Auf einem Nebenweg werden die Fla-
vone durch die Enzyme Flavonsynthase I oder Flavonsynthase II (FNS I, FNS II) gebildet.
Auf dem Hauptsyntheseweg werden durch die Flavanon 3-Hydroxylase (FHT) aus den
Flavanonen durch Hydroxylierung des C3-Atoms des Heterozyklus Dihydroflavonole
gebildet. Auf einem weiteren Nebenweg werden diese durch Einfiihrung einer Doppelbin-
dung zwischen dem C2- und dem C3-Atom durch die Flavonolsynthase (FLS) in Flavo-
nole umgewandelt. Auf dem Hauptsyntheseweg werden aus den Dihydroflavonolen durch
die Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR), die die Ketogruppe am C4-Atom des Hetero-
zyklus reduziert, Flavan-3,4-diole (Leucoanthocyanidine) gebildet. Aus den Leucoantho-
cyanidinen werden nachfolgend durch die Anthocyanidinsynthase (ANS) in einer noch
nicht abschliefend gekldrten Reaktion die Anthocyanidine gebildet. Durch die nachfol-
gende, von der UDP-Glukose: Flavonoid 3-O-Glukosyltransferase (FGT) katalysierten,
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Glykosilierung der C3-Hydroxylgruppe werden aus den chemisch instabilen und wenig
wasserloslichen Anthocyanidinen, die chemisch stabilen und wasserloslichen Anthocyane
gebildet. Die zuvor angesprochenen Modifikationen des B-Ringes bei den Flavanonen

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

vonolen und den Dihydroflavonolen durchgefiihrt werden (siehe auch A.1.3).

| Phenylalanin | —| 3 x Malonyl-CoA r_
¢ PAL
| Zimtsiure |
* C4H
| 4-Cumarsiure |'*>| Kaffeesiure ‘
¢ 4CL y
| 4-Cumaryl-CoA |—’| Kaffeoyl-CoA ’_
CHS v
| Aurone I<—| Tetrahydroxychalkon | | Pentahydroxychalkon | Chalkone
CHI F3'H (F3°,5'H) V F3',5°H
ly Naringenin Eriodictyol V Pentahydroxyflavanon | Flavanone
| Apigenin |—-—P| Luteolin I——-D| Tricetin | Flavone
FHT
F‘LS/< Dihydrokaempferol 17{ Dihydroquercetin ?{ Dihydromyricetin ’ Dihydroflavonole
| Kaempferol |——>| Quercetin |——-P| Myricetin | Flavonole
y DFR v v
| Leucopelargonidin | | Leucocyanidin | | Leucodelphinidin | Leucoanthocyanidine
I ¥ !
| Pelargonidin | | Cyanidin | | Delphinidin l Anthocyanidine
y For v v
Pelargonidin 3-Glucosid | Cyanidin 3-Glucosid | | Delphinidin 3-Glucosid | Anthocyane

Abb. 2: Schematische Darstellung des allgemeinen Flavonoidbiosynthesewegs. Die 4'-hydroxylierten Ver-
bindungen sind orange, die 3’,4"-hydroxylierten rot und die 3°,4",5’-hydroxylierten blau dargestellt. CHS =
Chalkonsynthase, CHI = Chalkonisomerase, FHT = Flavanon 3-Hydroxylase, DFR = Dihydroflavonol 4-
Reduktase, ANS = Anthocyanidinsynthase, FGT = Flavonoid 3-O-Glukosyltransferase, F3’H = Flavonoid
3’-Hydroxylase, F3°,5’H = Flavonoid 3°,5’-Hydroxylase, FNS I/ FNSII = Flavonsynthase I /Flavonsynthase
IT (siehe auch weitere Erlduterungen im Text)..

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

Aufgrund von Vorstufenexperimenten und vieler Untersuchungen an chemogenetisch defi-
nierten Pflanzen wurden zwei unterschiedliche Hypothesen iiber die Entstehung der

Hydroxylierungsmusters des B-Ringes iiber viele Jahre diskutiert (siche auch A.1.2.).
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Die erste Hypothese postulierte die genetisch kontrollierte Selektion von entsprechend
hydroxylierten Zimtsduren bei der Bildung des C;s-Grundgeriistes (Hess, 1968). Die
zweite Hypothese ging von der Hydroxylierung des B-Ringes nach der Bildung des C;s-
Skeletts durch spezifische Enzyme aus (Grisebach, 1968). Weitere Untersuchungen be-
ziiglich der Substratspezifitit der Chalkonsynthase (CHS) zeigten grundsitzlich hohere
Umsitze mit der 4-hydroxylierten Cumarsdure als mit der 3,4-hydroxylierten Kaffeesdure,
besonders wenn beide Substrate im gleichen Versuchsansatz zugegeben wurden (Heller
und Forkmann, 1994). Da des weiteren 3,4,5-Trihydroxyzimtsdaure in der Natur noch nie
beobachtet wurde, kann man davon ausgehen, dass die B-Ring Hydroxylierung hauptsich-

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

Das fiir die 3’-Hydroxylierung verantwortliche Enzym Flavonoid 3’-Hydroxylase (F3’H)
konnte zuerst in der aus einer Zellsuspension von Haplopappus gracilis praparierten
Mikrosomenfraktion nachgewiesen werden (Fritsch und Grisebach, 1975). Mittlerweile
wurde die F3 H-Aktivitét in zahlreichen Pflanzen wie z.B. Lowenmaulchen (Anthirrhinum
majus), Gerbera (Gerbera hybrida) und Petunie (Petunia hybrida) beobachtet (Heller und
Forkmann, 1994). Detaillierte Untersuchungen mit Zellsuspensionen von Petroselinum
crispum (Hagmann et al., 1983) zeigten die 3’-Hydroxylierung des Flavanons Naringenin
und des Dihydroflavonols Dihydrokaempferol (Abb. 3 a), des Flavons Apigenin und des
Flavonols Kaempferol (Abb. 3 b). Die in der Mikrosomenfraktion gefundene F3 H-Akti-
vitdt benotigte NADPH und molekularen Sauerstoff als Cofaktoren und wurde durch
NADP", Cytochrom ¢ und Kohlenmonoxid inhibiert (Hagmann et al., 1983). Hemmung
der Hydroxylierung konnte auch durch typische Cytochrom-P450-Inhibitoren wie Ketoco-
nazol und Tetracyclasis beobachtet werden (Stich et al., 1988). Anhand dieser Ergebnisse
konnte die F3’H eindeutig als eine membrangebundene mischfunktionelle Cytochrom
P450 Monooxygenase klassifiziert werden.

Die Flavonoid 3’,5’-Hydroxlase-Aktivitdt wurde zuerst in einer Mikrosomenpréiparation
aus Bliiten von Verbena hybrida nachgewiesen (Stotz und Forkmann, 1982). Die F3°,5’H
fiihrt sowohl 3°,5’-Hydroxylierungen bei 4’-hydroxylierten Flavonoiden, als auch 5’-
Hydroxylierung bei 3°,4"-hydroxylierten Flavonoiden durch. Gleich der F3’H ist F3°,5’H
in der Mikrosomenfraktion lokalisiert und bendtigt ebenso NADPH und molekularen Sau-
erstoff als Cofaktoren. Studien an Petunia zeigten eine Hemmung der F3’,5’-H-Aktivitét

durch Kohlenmonoxid, Cytochrom ¢ und Tetracyclasis.
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Dariiber hinaus wurde die F3’,5’H-Aktivitit durch monoklonale Antikorper, die die Cy-
tochrom P450-Reduktase (CPR) hoherer Pflanzen hemmt, ebenfalls inhibiert, so dass die
F3°,5’H ebenfalls zweifelsfrei als membrangebundenes Cytochrom P450-Enzym klassifi-
ziert werden konnte (Menting et al., 1994). Abbildung 3 stellt alle bisher klar nachgewie-
senen Reaktionen der F3’- und der F3’,5’H dar. Die 3’-Hydroxylierung auf der Flavan-3,4-
diol(Leucoanthocyanidin)-Ebene konnte bisher einmalig bei Petunia durch Supplementati-
onsversuche festgestellt werden (Schwinn, 1994) und bedarf noch der Uberpriifung durch
weitere Untersuchungen. 3’°- oder 3°,5’-Hydroxylierungen bei Anthocyanidinen sind bis-

lang nicht dokumentiert.

5,7,3', 4'-tetrahydroxyflavanone 5,7, 4'-trihydroxyflavanone 5,7,3', 4',5'-pentahydroxyflavanone
Eriodictyol Naringenin Pentahydroxyflavanone

Dihydroquercetin Dihydrokaempferol Dihydromyricetin

5,7,3', 4'-tetrahydroxyflavone 5,7, 4'-trihydroxyflavone 5,7,3',4',5"-pentahydroxyflavone
Luteolin Apigenin Tricetin

Quercetin Kaempferol Myricetin

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

Die Fiarbung von Bliiten und Friichten bei Angiospermen dient in erster Linie der Anlo-
ckung von Bestdubern und Fruchtverbreitern. Angiospermenbliiten locken mit ihren Pig-
menten, die dabei zusammen mit Duftstoffen die Funktion von sogenannten Reizstoffen
iibernehmen, Bestduber an und bieten ihnen als Gegenleistung fiir ihren Besuch normaler-
weise eine ,,Belohnung® in Form von Nahrung. Die Gegengabe, die das eigentliche Lock-
mittel darstellt, bestand urspriinglich aus im Uberschuss gebildeten Pollen, die reich an
Fett, Kohlenhydraten und Vitaminen sind. In der weiteren Entwicklung der Bliiten wurden
zunehmend zuckerhaltige Séfte (Nektar) dargeboten, was zu einer Einsparung der baustoft-
malig aufwendigeren Pollen und einer Bevorzugung von Insekten mit saugenden Mund-
werkzeugen, die bei ihrem Besuch die Pflanze weniger schéddigen als Insekten mit beiflen-
den Mundwerkzeugen, fiihrte. Durch weitere Coevolution passten sich die Bliiten und
Mundwerkzeuge der Insekten immer mehr aneinander an. Ein Grof3teil der rezenten angi-
ospermischen Tierblumen, d.h. Blumen, die durch Tierbliitigkeit (Zoogamie) bestdubt
werden, sind als sogenannte Nektarblumen zu bezeichnen und werden iliberwiegend von
Insekten mit saugenden Mundwerkzeugen bestdubt. Pflanzen, die keine Gegengabe dar-
bieten, werden Té&uscherblumen genannt. Man unterscheidet Futtertduscherblumen, die
eine Futterquelle vortduschen; Sexualtduscherblumen, deren Bliiten mit Duft, Form und
Farbe Insektenweibchen nachahmen und dadurch Minnchen anlocken, die versuchen sich
mit der Bliite zu paaren (Pseudokopulation); und Tduscherblumen, die einen Eiablageplatz

imitieren.

Die starke Differenzierung der Lock- und Reizmittel, sowie des Bliitenbaus fiihrte dazu,
dass immer mehr Tiergruppen, insbesondere Insekten (Entomogamie) und Vogel (Ornitho-
gamie), fiir den Dienst der Bestdubung gewonnen werden konnten. Die damit verbundene
fortschreitende Spezialisierung und Prézisierung in der Anlockung bestimmter Besucher
und im Anbringen bzw. Abnehmen der Pollen, ermdglicht der Pflanze eine zunehmend si-
cherere und pollensparendere Bestdubung und damit einen besseren Samenansatz. Das
Verhiltnis von Pollenkérnern zu Samenanlagen bei Windbliitlern (Anemogame), das in
etwa bei 10° : 1 liegt, kann im Extremfall bei hoch spezialisierten Insektenbliitlern (z.B.

Orchideen) auf 1 : 1 sinken (Sitte et al., 1991).
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Der hohe Spezialisierungsgrad der Angiospermenbliiten wirkt sich auch deutlich in der Zu-
sammensetzung der Bliitenfarben aus, die auf die unterschiedlichen sinnesphysiologischen
Voraussetzungen abgestimmt sein miissen. So bevorzugen Vogel scharlachrote bis rote
Farbtone, wihrend Bienen blaue und gelbe (mit UV-Anteil) Farben vorziehen. In den ge-
méBigten Klimazonen spielen Vogel bei der Bestdubung keine Rolle, in den tropischen
Klimaten finden sich dagegen Vogelblumen (Ornithogame) in fast allen tierbliitigen Pflan-
zenfamilien. Auch bei Insekten bestehen z.T. groBBe Unterschiede in der bevorzugten Blii-

tenfarbe (Tab. 1).

Tab. 1: Von Insekten bevorzugte Bliitenfarbe und Vorkommen des entsprechenden Anthocyanidins (veran-
dert nach Harborne und Grayer, 1994)

Insekt bevorzugte Blumenfarbe héufig anzutreffende Anthocyanidine

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

Kafer matt, cremefarben oder griin, gelegentlich rot ~ Cyanidin-Pelargonidin-Mischung

Schmetterlinge hellrosa und malvenfarben Delphinidin-Cyanidin-Mischung

Fliegen mattbraun, purpur oder griin Cyanidin

Motten ror, blassrosa und weil3 Cyanidin

Wespen violett und braun Delphinidin

Wihrend Motten rote, blassrosa und weille bevorzugen, konnen Bienen rote Farbtone nicht
wahrnehmen. Das Farbrezeptorsystem im Bienenauge ist gegeniiber dem des Menschen
zum UV-Bereich hin verschoben. Sie konnen daher die vom Menschen nicht mehr sicht-
bare UV-Strahlung in einem Wellenldngenbereich von 310-400 nm wahrnehmen. Dies er-
moglicht es den Bienen, UV-absorbierende und UV-reflektierende Pigmente zu erkennen,
die hdufig die Bienen zu ihrer Nahrungsquelle leiten. Diese sogenannten Blumenmale
(Saftmale, Pollenmale) treten auch in dem fiir Menschen sichtbaren Wellenbereich auf, v.a.
wenn sie zur Anlockung von Vogeln dienen. Besonders héufig treten UV-absorbierende
bzw. reflektierende Blumenmale bei gelben Bliiten auf, die von Bienen hdufig besucht
werden. Erstmalig wurden 1972 im UV-Bereich sichtbare Blumenmale bei dem rauen
Sonnenhut (Rudbeckia hirta) nachgewiesen (Thompson et al., 1972). Die Petalen dieses
Korbbliitlers erscheinen dem Menschen bei Tageslicht einheitlich gelb. Unter UV-Licht
betrachtet erscheinen die dulleren, UV-Licht reflektierenden, Bereiche der Strahlenbliiten

hell leuchtend, wihrend die inneren, UV-Licht absorbierenden, Bereiche dunkel sind.
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Durch chemische Analysen konnten die UV-reflektierenden Pigmente als Carotinoide, die
UV-absorbierenden als Flavonoide identifiziert werden. Bei diesen Flavonoiden handelt es
sich um drei wasserlosliche gelbe Flavonole, insbesondere Patuletin 7-Glukosid. Dieses
Beispiel verdeutlicht, dass auch Pigmente, die von Menschen unter Umstédnden nicht wahr-
genommen werden, eine wichtige Funktion in der Bliitenokologie besitzen.

Drei verschiedene Farbstoffgruppen treten in Bliiten von Angiospermen auf, wenn man
Chlorophyll in bezug auf die Bliitenfarbe vernachlissigt: Betalaine, Carotinoide und Flavo-
noide. Betalaine und Flavonoide sind Vakuolenfarbstoffe (chymotrope Farbstoffe), d.h. sie
sind bis auf wenige Ausnahmen im Zellsaft der Vakuole geldst. Carotinoide treten norma-
lerweise in Chromatophoren (Chloro- und Chromoplasten) auf.

Betalaine sind stickstoffhaltige Farbstoffe, die sich von der Betalaminsdure ableiten, deren
Biosynthese aus Tyrosin iiber Dihydroxyphenyllanin (DOPA) verlauft. Die einzelnen Ver-
treter der Betalaine unterscheiden sich im Glykosilierungs- und Alkylierungsgrad. Die rot-
violetten Betalaine heiflen Betacyane, die gelben Farbstoffe Betaxanthine. Das Vorkom-
men der Betalaine ist charakteristisch flir die Ordnung der Nelkenartigen (Centrospermae),
wo sie die Anthocyane ersetzen. Betalaine treten zusammen mit ungefarbten Flavonoiden,
aber nie mit Anthocyanen auf.

Carotinoide, die aufgrund ihrer Fettloslichkeit auch Lipochrome genannt werden, kommen
vornehmlich in den Membranen von Chromatophoren vor, konnen aber auch in Plastoglo-
buli (Lipidtropfen) oder als Kristalle vorliegen. Carotinoide gehoren zur Naturstoffgruppe
der Isoprenoide, die aus Isopren-Einheiten (CsHg, Methylbutadien) aufgebaut sind. Thre
Synthese verlduft zunichst iiber den allgemeinen Isoprenoidbiosyntheseweg bis zum Cyy-
Korper Geranylgeranylphosphat. Aus zwei dieser C,o-Korper wird der Cs-Grundkorper
der Carotinoide synthetisiert, der zu der Klasse der Tetraterpene gehort (1 Terpeneinheit =
2 Isopreneinheiten). Die gelborangen bis purpurroten Carotinoide absorbieren, wie ihre
Farbe erkennen lédsst, im Blau- und im UV-Bereich des Spektrums. Sie dienen daher als
~Antennenpigmente®, d.h. sie libertragen bei der Photosynthese die im Blaubereich absor-
bierte Anregungsenergie auf das Chlorophyll. Auflerdem schiitzen sie den Photosynthese-
apparat, insbesondere durch den Xantophyllzyklus, vor Photooxidation. In vielen gelben
und einigen roten Bliiten stellen sie z.T. das einzige Bliitenpigment dar, sie treten aber
auch hiufig mit Anthocyanen und anderen Flavonoiden auf und erzeugen mit diesen gelbe,

orange, scharlachrote und braune Bliiten.
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Flavonoide stellen die wichtigste und am weitesten verbreitete Gruppe von Bliitenfarbstof-
fen dar. Neben den Anthocyanen (sieche folgendes Kapitel A.2.1), welche die Grundfar-
bung der Bliiten am stédrksten festlegen, sind auch farblose und weniger intensiv gefédrbte
Flavonoide fiir die Bliitenfairbung von grof3er Bedeutung. So kénnen Chalkone und Aurone
Bliiten eine gelbe bis orange Férbung verleihen, obwohl intensive gelbe Farbtone von
Bliiten zumeist auf Carotinoide zuriickzufiihren sind. Von groerer Bedeutung ist die
Funktion der wenig oder nicht gefdrbten Flavonoide fiir die Copigmentierung der Antho-
cyane Aullerdem dienen sie als UV-absorbierende Pigmente zur Anlockung vieler Insekten
(s.0.). Eine Ubersicht iiber die wichtigsten Flavonoidklassen und die Darstellung des allge-

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

A.2.1 Anthocyane

Anthocyane (v. gr. anthos = Bliite, Blume; kyanos = blauer Farbstoff) sind die wichtigsten,
fiir das menschliche Auge sichtbaren Bliitenpigmente. Sie stellen die wasserldslichen und
chemisch stabilen Glykoside und Acylglykoside der chemisch instabilen Anthocyanidine
dar. Die meisten roten bis blauen Farbtone in hoheren Pflanzen werden durch Anthocyane
erzeugt (Dooner et al., 1991). Sie kommen ebenso in vielen weiteren Pflanzengeweben
vor, wo sie wie die anderen Flavonoidklassen vielfdltige Funktionen iibernehmen (siche
A.1.1). Gewdhnlich treten Anthocyane gelost in der Vakuole auf. Bei lichtabhingiger
Anthocyanakkumulation sind sie gelegentlich auch in sphérischen Vesikeln, den soge-
nannten Anthocyanoplasten, oder in Kristallen lokalisiert (Hemleben, 1981; Strack und
Wray, 1994). Die Biosynthese der Anthocyane verlduft {iber den allgemeinen Flavonoidbi-
osyntheseweg (siche A.1.2), wobei der letzte Schritt von den Leucoanthocyanidinen zu den
Anthocyanidinen noch nicht restlos aufgeklart ist. Die chromatophore Aglykon-Form der
Anthocyane, die Anthocyanidine liegt bei einem pH-Wert < 3 als positiv geladenes, inten-

siv rot gefarbtes Flavylium-Kation vor (Abb. 4).
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Abb. 4: Grundgeriist der natiirlich vorkommenden Anthocyanidine (Flavylium-Kation).

Die Grundstruktur der Flavylium-Chromatophore wird durch Hydroxy-, Methoxy-und O-
Glykosylgruppen modifiziert. Die gewohnlichen und am weitesten verbreiteten Anthocy-
anidine unterscheiden sich nur im Hydroxylierungsmuster des B-Ringes und in der mogli-

chen Methylierung dieser Hydroxygruppen (Tab. 2).

Tab. 2: Substitutionsmuster und Grundfarbton der hdufigsten natiirlich vorkommenden Anthocyanidine.
(verdndert nach Strack and Wray, 1994)

Substitutionsmuster
Anthocyanidin 3 5 6 7 3 5 Farbe
Pelargonidin (Pg) OH OH H OH H H scharlachrot
Cyanidin (Cy) OH OH H OH OH H karminrot
Delphinidin (Dp) OH OH H OH OH OH purpur
Peonidin (Pn) OH OH H OH OMe H pink
Petunidin (Pt) OH OH H OH OMe OH rot-purpur
Malvidin (Mv) OH OH H OH OMe OMe blau-purpur

*In wassriger Losung, pH < 3.

Die Hydroxylierung des B-Ringes in der 3’und 5’-Position wird im Verlauf des allgemei-
nen Flavonoidbiosynthesewegs bei einer Vorstufe der Anthocyanidine durch die F3’H und
die F3’,5’H durchgefiihrt (siche A.1.2 und A.1.3). Die B-Ring O-Methylierung von Cyani-
din in 3’-Position und von Delphinidin in 3’- und 5’-Position erfolgt vermutlich aus-
schlieBlich auf der Ebene der Anthocyanidin 3-O-Glykoside (Forkmann und Heller, 1999).
Die Farbe, die Anthocyane bzw. Anthocyanidine dem sie enthaltenen Pflanzengewebe
verleihen, wird in vivo von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Die wichtigsten stellen der
pH-Wert des Zellsaftes, die Bildung molekularer Komplexe und Komplexbildung mit
Metallen dar.

In wissrigen Losungen entstehen in vitro bei steigendem pH-Wert verschiedene, zuneh-
mend ungefarbte Strukturen, u.a. die Hemiacetal- und Chalkonform (Brouillard und Dan-
gels, 1994). Neben der Flavylium-, stellen die chinoidalen Strukturen die intensiv gefarb-

ten Formen der Anthocyanidine dar (Abb. 5).
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a)pH <3 b) pH 3-6 ¢) pH 6-9

Abb. 5: Apigenidin-Strukturen in wissrigen Losungen bei verschiedenen pH-Werten (verdndert nach
Brouillard und Dangels, 1994). a) Flavylium-Kation, b) neutrale chinoidale Struktur, ¢) negativ geladene chi-
noidale Struktur (weitere Erlduterungen, siche Text).

Abbildung 5 stellt anhand des Beispiels von Apigenidin die drei gefdarbten Anthocyanidin-
Strukturen dar. Die Flavylium-Struktur ist bei pH < 3 gewohnlich rot, die deprotonierte
neutrale Chinoidal-Struktur ist bei pH 3-6 normalerweise purpurn und die negativ geladene
Chinoidal-Struktur ist bei pH 6-9 in der Regel blau.

Ob bei den jeweiligen pH-Werten gefarbte oder ungefarbte Strukturen auftreten, hingt in
erster Linie von dem Ausmal} der Hydratation des Flavylium-Kations ab, welche die Aus-
bildung der ungefirbten Strukturen verursacht. Die Hydratation des Flavylium-Kations
wird in vivo durch die Bildung von molekularen Komplexen verhindert bzw. vermindert.
Die Bildung von molekularen Komplexen verringert die mit dem Solvens in Kontakt ste-
hende Oberfliache der Flavylium-, bzw. der etwas schwiécher gefarbten chinoidalen Struk-
turen, wodurch die Hydratation vermindert wird. Ermdglicht wird die Komplexbildung
durch elektrostatische und dispersive Kréfte, wie Dipol-Dipol-Interaktionen, Wasserstoft-
briickenbindungen, Ladungsaustauch-Interaktionen und bei aromatischen Gruppen durch
Uberlappung der delokalisierten n-Elektronenwolke. Zusitzlich begiinstigt wird die Kom-
plexbildung in wissrigen Losungen durch die Uberfiihrung von Wassermolekiilen, die zu-
vor an der Hydratisierung des Flavylium-Kations beteiligt waren, in das Wasserstoffbrii-
ckenbindungsnetzwerk dem Solvens (hydrophobe Wechselwirkung). Bei der molekularen
Komplexbildung sind grundsitzlich vier verschiedene Formen zu unterscheiden: die
Selbstassoziation, die intramolekulare und intermolekulare Copigmentierung und die Inter-
aktion mit Metallionen.

Anthocyan-Selbstassoziation tritt bei hohen Anthocyankonzentrationen auf (Goto und
Kondo, 1991). Die Ausbildung der Selbstassoziation ist bei der neutralen Chinoidal-Form

starker ausgeprégt, als bei der Flavylium- und der negativ geladenen Chinoidalform, was
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mit der elektrostatischen Abstoung der geladenen Strukturen zu erkldren ist. Dies kdnnte
auch erklidren, warum die durch die neutrale Chinoidal-Struktur verursachten Farbtone in
den meisten Vakuolen von Bliitenzellen vorherrschen (Brouillard und Dangels, 1994).
Intramolekulare Copigmentierung kann bei Anthocyanen mit aromatischen Acylgruppen,
insbesondere bei polyacylierten Strukturen, beobachtet werden. Die Acylgruppen von ver-
schiedenen Zimtsduren, wie z.B. Kaffee-, Cumar- und Ferulasiure, sind dabei mit den
Glykosylgruppen der glykolisierten Anthocyane verestert. Die intramolekulare Copigmen-
tierung ist im Gegensatz zur Selbstassoziation konzentrationsunabhidngig. Die Beteiligung
der aromatischen Acylgruppen an der Stabilisierung der firbenden Strukturen konnte da-
durch gezeigt werden, dass nach der hydrolytischen Abspaltung der aromatischen
Acylgruppen eine sofortige Hydratation zu ungefarbten Strukturen auftrat. Es wird davon
ausgegangen, dass die Acylgruppen sich in Form einer intramolekularen ,,Sandwichstruk-
tur® oberhalb und unterhalb des Pyrilium-Rings anlagern und diesen somit vor der nukle-
ophilen Attacke des Wassers schiitzen. Daneben werden auch Formen in Betracht gezogen,
die nicht durch eine Sandwichstruktur, sondern durch eine Stapelung bzw. Schichtung der
Acylgruppen zwischen die Anthocyane (engl. stacking), verursacht wird (Goto und Kondo,
1991).

Intermolekulare Copigmentierung stellt bei der Pigmentierung von anthocyanhaltigen
Bliiten, neben dem pH-Wert, moglicherweise den wichtigsten Einzelfaktor dar (Brouillard
und Dangels, 1994). Bei der Komplexbildung zwischen Anthocyan und Copigment treten
zwei die Farbe des Anthocyans beeinflussende Phinomene auf. Zum einen wird durch die
Stabilisierung der gefarbten Strukturen die Absorption der Chromatophore vom UV- in
den sichtbaren Spektralbereich verschoben (Hyperchromer Effekt), zum anderen erfolgt
eine Verlagerung des Absorptionsmaximums innerhalb des sichtbaren Spektralbereichs zu
langerwelligem Licht (Bathochronismus), was die Farbe der Pigmente zum bldulichen hin
verschiebt (blue shift). Viele strukturell verschiedene Molekiile, insbesondere natiirlich
vorkommende, wie Polyphenole, Flavonoide, Alkaloide, Basen der Nukleinsduren und
Aminosduren, konnen als Copigmente fungieren. Intermolekulare Copigmentierung von
Anthocyanen fiihrt zu einer Stabilisierung der gefarbten Anthocyan-Strukturen und schiitzt
diese, wie die intramolekulare Copigmentierung und die Selbstassoziation der Anthocyane,
vor dem nukleophilen Angriff des Wassers. So wurde beispielsweise bei der Copigmentie-
rung von Malvin durch Chlorogensdure in wissrigen Losungen bei einem pH-Wert von

3,6, bei dem weniger als 10 % der Anthocyane in einer gefarbten Struktur vorliegen, nach
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Zugabe eines Uberschusses des Copigments ein spektakulidrer 20-30igfacher Anstieg der
Absorption im sichtbaren Spektralbereich beobachtet. Dass dieser Effekt in erster Linie auf
die Stabilisierung der gefarbten Strukturen zuriickzufiihren ist, zeigt der vergleichsweise
geringe Effekt, den die Zugabe von ungeféarbter Chlorogensdure bei einem pH-Wert < 1
verursacht, bei dem hauptsichlich gefarbte Strukturen des Anthocyans vorherrschen. Ne-
ben dem pH-Wert besitzt vor allem die Temperatur einen entscheidenden Einfluss auf das
Ausmal} der Copigmentierung. Wihrend es bei Malvin-Chlorogensidure-Komplexen in
leicht sauren, wéssrigen Losungen bei Temperaturerhohung zur drastischen Abnahme der
Farbintensitdt kommt, zeigen entsprechende Malvinlosungen ohne Chlorogenséure in ei-
nem Temperaturbereich von 10-60 °C keinerlei Effekte. Ob und wie stark die Farbe einer
Bliite in vivo durch Copigmentierung beeinflusst wird, kann daher mit einem leichten Ex-
periment untersucht werden. Man inkubiert eine Bliite nur fiir kurze Zeit im Kiihlschrank
und vergleicht sie danach mit einer ungekiihlten. Sollte die gekiihlte Bliite nun einen
dunkleren Farbton aufweisen als die ungekiihlte, ist dies ein guter Anhaltspunkt dafiir, dass
die Farbung dieser Bliite durch Copigmentierung beeinflusst wird (Brouillard und Dan-
gels, 1992 und 1994). Die starke Temperaturabhdngigkeit von intramolekularer Copig-
mentierung ist damit zu erkldren, dass die durch steigende Temperaturen bedingte Entro-
pieerhdhung die schwachen intermolekularen Bindungen zwischen Pigment und Copig-
ment auflost und der Komplex zerfallt.

Da die intermolekulare Copigmentierung auf den gleichen Mechanismen beruht wie die
intramolekulare (siehe oben), fungieren auch viele natiirliche Molekiile mit aromatischen
Ringsystemen als effektive Copigmente. Auch planare heterocyclische Verbindungen mit
konjugierten Doppelbindungen kénnen als Copigmente dienen. So konnte Copigmentie-
rung von Malvin auch mit Koffein und Adenosin gezeigt werden. Beim Vergleich der bei-
den Purinverbindungen mit Chlorogensdure zeigte sich, dass sowohl Koffein als auch
Adenosin stirkere Komplexe mit der neutralen Chinoidal-Struktur als mit der positiv gela-
denen Flavylium-Struktur bildeten. Chlorogensdure hingegen bildete stirkere Komplexe
mit der Flavylium-Struktur als mit der neutralen Chinoidal-Struktur, und die schwichsten
Komplexe mit der negativ geladenen Chinoidal-Struktur (Wigand et al., 1992; Broulliard
und Dangels, 1994). Dies ist mit den Ladungszustinden der einzelnen Molekiile bei den
entsprechenden pH-Werten zu erkldren und zeigt, dass bei unterschiedlichen pH-Werten -
wie sie in den Vakuolen von verschiedenen Pflanzen vorliegen konnen - unterschiedlich

gefarbte Strukturen von entsprechend dazu geeigneten Molekiilen copigmentiert werden.
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Innerhalb der Flavonoide stellen vor allem die Flavonolglykoside, wie z.B. Rutin (Querce-
tin 3-O-rutinosid), hochst effektive Copigmente dar (Brouillard et al., 1989; Brushi et al.,
1999). Héufig fungieren auch Flavone und Flavoglykoside, die hdufig eine Farbverschie-
bung zu blauen Farbtonen hin bewirken (blue shift, siche oben), und weitere Flavonoide
bzw. Polyphenole als Copigmente (Forkmann, 1991; Davies and Mazza, 1993; Bloor,
1999). AuBer dem pH-Wert und der Temperatur spielt auch das Glykolisierungs-muster
der Anthocyane und der Copigmente bei der intramolekularen Copigmentierung eine
wichtige Rolle (Goto und Kondo, 1991; Schwinn et al., 1997; Bloor, 1999).

Interaktionen mit Metallen treten vor allem in blauen Bliiten auf. Bevorzugt als Chelat-
komplexe zwischen Anthocyanen, die am B-Ring eine Catecholgruppe tragen (Catechol =
o-Dihydroxybenzol), d.h. die am B-Ring mindestens zwei Hydroxylgruppen besitzen, und
dreiwertige Eisen- und Aluminiumkationen. Anthocyane in blauen Bliiten miissen jedoch
nicht notwendiger Weise iiber Catecholgruppen verfiigen, treten aber immer gemeinsam
mit Flavonen auf, die als starke Copigmente bekannt sind (Harborne, 1976). Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass die Farbe in blauen Bliiten durch die Interaktionen der
Anthocyane mit Metallen und durch Copigmentierung, insbesondere durch Flavone, er-
zeugt wird (siehe oben). Die Rolle der Metallionen besteht dabei darin, dass sie die Pig-
ment-Copigment-Interaktionen verstirken und/oder zu hoheren Assoziationsraten der
Komponenten fiihren (Brouillard und Dangels, 1994). Das wohl bekannteste Beispiel fiir
das Auftreten von blauen Bliiten durch Metall-Pigment-Copigment-Komplexe stellen die
blauen Bliite der Hortensie (Hydrangea macrophylla) dar (Asen et al., 1963; Takeda et al.,
1985). In diesem Fall ist das farbbestimmende Anthocyan Delphinidin 3-Glukosid und als
Copigmente fungieren 3-p-Cumaroylchinasdure und 3-Kaffeoylchinasdure. Dabei konju-
giert das Aluminium mit der ortho-Dihydroxy-Gruppe des Anthocyan-B-Rings und der
Carboxyl- und a-Hydroxy-Gruppe der jeweiligen Chinasédure (Takeda et al., 1990). Neben
Eisen- und Aluminium-Komplexen sind auch blaue Farbstoffkomplexe mit Mg bekannt,
wie zum Beispiel bei Commelina-Bliiten, in denen das Anthocyan mit einem Flavon und
mit Mg"*-Ionen komplexiert in einem Verhltnis von 4 : 4 : 2 vorliegt (Forkmann, 1991).
Ein Beispiel fiir die Interaktionen von zwei verschiedenen Metallionen zeigt die Komple-
xierung von jeweils sechs Cyanidin 3-(6"-succinylGlukosid)-5-Glukosid- und sechs Apige-
nin 4’-(6"-malonylGlukosid)-7-Glukosidmolekiilen mit jeweils einem Eisen- und einem
Magnesiumkation in den tiefblauen Bliiten der Kornblume (Centaurea cyanus [Strack und

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

Unter Cytochrom P450-Enzymen (CYP-Enzymen) versteht man Proteine mit einer Him-
gruppe als prosthetische Gruppe und einem charakteristischen Absorptionsmaximum bei
450 nm (daher P = Pigment) der reduzierten, mit Kohlenmonoxid gebundenen Form
(Omura und Sato, 1964). Im allgemeinen katalysieren CYP-Enzyme Oxidationsreaktionen,
in denen von molekularem Sauerstoff simultan ein Sauerstoffatom auf ein spezifisches
Substrat {libertragen wird und das andere Sauerstoffatom zu Wasser reduziert wird (Abb.
6). Man bezeichnet CYP-Enzyme daher auch als mischfunktionelle Monooxygenasen oder
als Hydroxylasen, weil das eingebaute Sauerstoffatom vom Substrat reduziert wird und in
der Regel eine Hydroxylgruppe entsteht (Schuler, 1996). Die zur Reduzierung des zweiten
Sauerstoffatoms zu H,O notwendigen Reduktionsidquivalente werden von NADPH iiber

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

- Oxidized Reduced _ RH

eytochrome cytochrome Oz
P-450 reductase P-450
H,0O
NADP* Reduced Oxidized ROH

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

Die Cytochrom P450-Reduktase von Eukaryonten ist ein Flavoprotein, das FAD (Flavina-
denindinukleotid) und FMN (Flavinmononukleotid) als prosthetische Gruppen enthélt (Iy-
anagi und Mason, 1973). Bei seiner Entdeckung wurde es zunichst fiir eine in der Leber
von Sdugern vorkommende NADPH-spezifische Cytochrom c-Reduktase gehalten (Hore-
cker, 1950). Spétere Untersuchungen zeigten, dass die CPR im endoplasmatischen Reticu-
lum lokalisiert ist und daher nicht der natiirliche Redoxpartner fiir das, in Mitochondrien

lokalisierte, Cytochrom c sein konnte (Williams und Kamin, 1962). Lu et al. (1968, 1969)
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zeigten erstmalig am Beispiel einer mikrosomal gebundenen Fettsdurehydroxylase, dass
die CPR einen essentiell notwendigen Faktor fiir die Aktivitdit von CYP-Enzymen dar-
stellt. Die Bezeichnung Cytochrom c-Reduktase fiir die CPR hat sich bis heute hartnickig
gehalten. Die zur Reduktion des Sauerstoffs zu Wasser notwendigen Elektronen werden
vom NADPH auf das FAD, vom FAD auf das FMN und vom FMN schlieflich auf das
CYP-Enzym iibertragen (Vermilion et al., 1981; Oprian und Coon, 1982). Es wurden be-
reits zahlreiche CPR-cDNA-Klone isoliert und die entsprechenden Proteine exprimiert. Es
handelt sich dabei um Proteine mit einer Grél3e von 506 (Helianthus tuberosus) bis 719
(Pseudotsuga menziesii) Aminosdureresten (unverdffentlichte Daten aus der Genbank), die
unspezifisch Elektronen auf Cytochrom bs, Cytochrom ¢ und Cytochrom P450 iibertragen
konnen. Daher ist ihre Bezeichnung nach der offiziellen Nomenklatur eher allgemein ge-
fasst: NADPH: ferrihemoprotein Reduktase (EC 1.6.2.4). Neben den Eisenhdmproteinen
werden auch andere Enzyme, wie die ebenfalls im endoplasmatischen Reticulum lokali-
sierten Squalenmonooxygenase (EC 1.14.99.7) und Hidmoxygenase (EC 1.14.99.3), von
der CPR reduziert (Schacter et al., 1972; Enoch und Strittmatter, 1979).

Uber die Mechanismen, die zur Retention eukaryontischer CYP-Enzyme im endoplasmati-
schen Reticulum (ER) fiihren ist noch wenig bekannt. In Versuchen mit den CYP-Enzy-
men CYP2C1 und CYP2C2 vom Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) konnten zwei unab-
hiangige Bereiche gefunden werden, welche als Signale fiir die Lokalisierung der Enzyme
im endoplasmatischen Reticulum verantwortlich sind. Dabei lieen sich zuvor cytoplas-
matische Proteine durch Fusionierung von 29 Aminosduren vom N-Terminus der CYP-En-
zyme im ER akkumulieren. Dabei war die Orientierung des fusionierten Ankers von ent-
scheidender Bedeutung, da die Retention der fusionierten Proteine im ER nur erfolgte,
wenn der Anker am N-Terminus der cytoplasmatischen Proteine fusioniert wurde. Neben
dieser relativ kleinen Proteindomine konnte gezeigt werden, dass auch im cytoplasmati-
schen Anteil der CYP-Enzyme Dominen auftreten, die unabhéngig von dem N-terminalen
Anker als Signale fiir die Retention im ER dienen. Auch bei pflanzlichen CYP-Enzymen
konnte ein Bereich mit ca. 20-30 hydrophoben Aminosduren am N-Terminus als Signalse-
quenz fiir die Insertion der CYP-Enzyme identifiziert werden, so dass man davon ausgehen
kann, dass diese Domine bei eukaryontischen CYP-Enzymen fiir die Insertion und Reten-
tion im ER von besonderer Bedeutung ist (Ahn et al., 1993; Murakami et al., 1994;
Szczesna-Skorupa et al., 1995; Halkier, 1997). Die im Cytoplasma geldsten prokaryonti-

schen CYP-Enzyme werden an dieser Stelle nicht nédher behandelt.
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Die Interaktion zwischen CPR und CYP-Enzym basiert primér auf elektrostatischer Anzie-
hung, obwohl es auch Hinweise auf zusitzliche hydrophobe Wechselwirkungen gibt
(Tamburini und Schenkman, 1986; Nadler und Strobel, 1991). Zahlreiche Studien zeigten,
dass CPRs multiple Carboxylgruppen besitzen, die vornehmlich von den Aminoséduren
Aspartat und Glutamat stammen (Nisimoto, 1986; Nadler und Strobel, 1988). Diese nega-
tiv geladenen Gruppen interagieren mit den basischen Aminoséuren Lysin und Arginin der
verschiedenen Elektronenakzeptorproteine. CYP-Enzyme scheinen dariiber hinaus einen
Dipol quer durch das Molekiil zu formen, mit einer positiven Ladung auf der proximalen
Seite des Proteins, wo sich die Himgruppe am néchsten zur Proteinoberfliche befindet
(Hasemann et al., 1995). Bei Bakterien treten Proteine auf, die die Funktion der CPR und
eines CYP-Enzyms in einem einzelnen Enzym vereinigen. Bei dem CYP BM-3 aus Bacil-
lus megaterium handelt es sich um eine 119 kD grof3e Fettsdurehydroxylase, die aus einem
CYP- und einem CPR-Anteil aufgebaut ist (Daff et al., 1997). Die FAD und FMN enthal-
tenden Domédnen zeigen dabei hohe Homologien mit eukaryontischen CPRs (Govindaraj
und Poulos, 1997). Die FMN enthaltende Doméne von eukaryontischen CPRs zeigt ihrer-
seits hohe Homologien zu dem in Bakterien vorkommenden Flavodoxin, wéhrend die
FAD-Doméne hohe Homologie mit der Ferredoxin-Reduktase aus Spinat (Spinacia olera-
ceae) zeigt. Dies legt die Vermutung nahe, dass die eukaryontischen CPRs durch die
Fusionierung von zwei Genen entstanden sein konnten, die zuvor Flavodoxin und Ferredo-
xin-Reduktase dhnliche Proteine codierten (Porter und Kasper, 1986). Das CYP BM-3 aus
Bacillus megaterium konnte demnach, mit dem zusétzlich dazu kommenden Hamprotein-
Anteil, durch die Fusionierung von wenigstens drei einzelnen Genen entstanden sein (Go-
vindaraj und Poulos, 1997). Neben dem Elektronentransfer von NADPH iiber die CPR auf
CYP-Enzyme, gibt es Anhaltspunkte fiir die Beteiligung weiterer membrangebundener
Elektronentransportkomponenten, insbesondere von Cytochrom bs und NADPH-Cyto-
chrom bs-Reduktase (Durst, 1991).

CYP-Enzyme wurden als erstes in Mikrosomen (siehe auch B.6.1) aus der Leber von Rat-
ten entdeckt (Garfinkel, 1958; Klingenberg, 1958). Anndhrend 10 Jahre spiter wurde das
erste CYP-Enzym in Bakterien entdeckt, kurz darauf in Pflanzen (Frear et al., 1969; Mur-
phy and West, 1969). Seitdem sind mehr als 750 CYP-Gene kloniert worden (inkl. Frag-
mente), wobei pflanzliche CYP-Gene (siehe A.3.1) mit iiber 500 identifizierten Klonen bei

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

sonhomepage.html).
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Die entsprechenden Proteine haben eine Grofle zwischen 45 und 65 kD (Mansuy, 1998).
Die Hamgruppe (b-Typ = Ferriprotoporphyrin IX) ist bei CYP-Enzymen iiber einen
Cysteinrest kovalent mit dem Apoprotein verbunden. Zur Bezeichnung von CYP-Genen
und Proteinen setzt sich folgende Nomenklatur zunehmend durch (Nebert und Nelson,

1991):

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

Kategorie Symbol

Superfamilie CYP', CYP?, Cyp™, Cyp™
Familie 1. Arabische Ziffer
Unterfamilie Lateinischer Grof3buchstabe
Individuelle Nummer 2. Arabische Ziffer

1 = mRNA und Protein, 2 = Gene und cDNA, 3a+b = spezielle Schreibweise fiir Proteine
und Nukleinsduren aus Mausen.

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

Maligeblich fiir die Klassifizierung ist dabei der Sequenzvergleich der codierenden
Nukleotidsequenzen. Die Sequenzhomologie zwischen einzelnen Mitgliedern der stark di-
vergierenden Superfamilie kann unter 20 % liegen. Bei > 40 %iger Homologie spricht man
von einer Familie, bei > 55 %iger Homologie von einer Unterfamilie und bei > 97 %iger
Homologie von allelischen Varianten. Eine einheitliche EC (Enzyme Commission) Num-
mer fiir CYP-Enzyme gibt es aufgrund der Vielfalt der von ihnen katalysierten Reaktionen
nicht. Fast alle gehoren zu Klasse 1, den Oxidoreduktasen. Die meisten von diesen sind als
unspezifische Monooxygenasen mit der EC Nummer 1.14.14 klassifiziert.

Der Reaktionsmechanismus (Abb. 7) der von CYP-Enzymen durchgefiihrten als typisch
bezeichneten Reaktion RH + O, + 2H™ + 2¢” — ROH +H,0 gilt als weitgehend aufgeklart
(Dolphin, 1985; Lewis, 1996; Halkier, 1997).

Neben der, von CYP-Enzymen am hiufigsten durchgefiihrten, spezifischen C-Hydroxylie-
rung organischer Substanzen, sind zahlreiche weitere, von CYP-Enzymen katalysierte, Re-
doxreaktionen bekannt. Unter anderem katalysieren CYP-Enzyme Hydroxylierungen von
Heteroatomen, Epoxidierungen, Sulfoxidierungen, Dehalogenierungen, -aminierungen, -
alkylierungen, -methylierungen etc. (Song et al., 1993; Groves und Han, 1995; Ortiz de
Montellano, 1995; Lewis, 1996). Die grofle Vielfalt von katalysierten Reaktionen macht
diese Enzymklasse daher so ungewohnlich interessant fiir die Wissenschaft und insbeson-

dere fur die Pharmaindustrie.
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Abb. 7: Katalytischer Zyklus der ,typischen* Cytochrom P450-Reaktion. 1) Substratbindung, das Binden
des Substrats verringert das Redoxpotential um ca. 100 mV, was zu einem erleichterten Elektronenfluss vom
Elektronendonator (NADPH) fiihrt. 2) Erste Reduktion, Reduktion des Fe™* zu Fe™ durch einen Elektronen-
transfer von NADPH iiber CPR zum CYP. 3) Sauerstoftbindung, Sauerstoff bindet zunéchst schnell an das
Fe' und bildet einen Fe”>—0, Komplex, der eine langsame Konversion zum stabileren Fe"—0,” Komplex
vollzieht. 4) Zweite Reduktion, durch einen weiteren Elektronentransfer wird ein Fe™*—0,* Komplex gebil-
det. 5) Spaltung des molekularen Sauerstoffs, O, reagiert mit Protonen aus der umgebenden Losung, die
0—O Bindung wird gespalten, H,O entsteht und es bleibt ein (Fe—0)*" Komplex zuriick. 6) Sauerstoff-
iibertragung, das eisengebundene Sauerstoff wird auf das Substrat iibertragen, wobei eine Hydroxylgruppe
entsteht. 7) Substratfreisetzung, Freisetzung des hydroxylierten Substrats und Wiederherstellung des Aus-
gangszustands. Die mit gestrichelten Linien umrandeten Reaktionen gelten als die geschwindigkeitslimitie-
renden (verdndert nach Levis, 1996).

Neben ihren Funktionen im Primérstoffwechsel dienen sie in tierischen Organismen vor
allem der Entgiftung von Xenobiotika. Dabei steht die Uberfiihrung von zunichst wasser-
unloslichen ,,Fremdsubstanzen® in wasserlosliche und damit eliminierbare Substanzen
durch Hydroxylierung im Vordergrund. Zum Teil werden dabei zunédchst verhdltnisméBig
untoxische Substanzen in toxische umgewandelt, welche das Detoxifizierungssystem wie-
derum belasten (Lehninger, 1993; Gonzalez, 1994 und 1998; Lock und Reed, 1998). Mitt-
lerweile gibt es nahezu unzéhlig viele Veroffentlichungen, die sich mit der Wechselwir-
kung von Drogen, Medikamenten und Umweltgiften aller Art mit CYP-Enzymen und -
Genen befassen (Sligar et al., 1984; Guengerich, 1990; Cholerton et al., 1992; Strobel et
al., 1997).
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Wenn man dariiber hinaus z.B. die Bedeutung von CYP-Enzymen bei der Resistenz man-
cher Insekten gegen Insektizide (Hodgson et al., 1993) oder den Abbau von organischen
Xenobiotika in aquatischen Okosystemen bedenkt (Livingstone, 1998), kann man anni-
hernd erahnen, welches enorme wirtschaftliche, 6kologische und gesellschaftspolitische

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

A.3.1 Pflanzliche Cytochrom P450

Ungefdhr zwei Drittel aller klonierten CYP-Gene wurden aus Pflanzen isoliert (siche A.3).
Dieser gro3e Anteil von pflanzlichen CYP-Genen macht die besondere Bedeutung dieser
Enzymfamilie fiir Pflanzen deutlich. Wahrend tierische CYP-Enzyme vorwiegend zur Ent-
giftung und Ausscheidung von Xenobiotika beitragen, sind CYP-Enzyme in Pflanzen an
zahlreichen, zum Teil essentiellen Stoffwechselwegen, beteiligt. Dementsprechend grof3 ist
thre Zahl innerhalb einer Pflanzenart. Pflanzliche CYP-Enzyme sind unter anderem am
Stoffwechsel von Fettsduren, Phenylpropanoiden, Terpenoiden, Alkaloiden und cyano-
genen Glukosiden beteiligt, um nur die wichtigsten endogenen Substrate zu nennen. Frii-
here Schitzungen gingen z.B. bei Catharanthus roseus von mehr als 14 verschiedenen
CYP-Enzymen aus (Meijer et al., 1993).

Einige Jahre spiter schitzten Holton und Lester die Anzahl von verschiedenen CYP-En-
zymen bei der Petunie schon auf ca. 60 (Holton und Lester, 1996). Am Beispiel der Acker-
Schmalwand (Arabidopsis thaliana), aus der bisher 269 CYP-Sequenzen, davon 244 , full-
length®, in 45 verschiedenen Familien isoliert wurden (Stand August 2000, Dr. David Nel-

sons Homepage: http://drnelson.utmem.edu/-nelsonhomepage.html), l4sst sich leicht erken-

nen, dass die bisherigen Schitzungen weit unter der tatsdchlichen Anzahl an verschiedenen
CYP-Genen bzw. -Enzymen innerhalb einer Pflanzenart liegen. Diese ,,Fehleinschitzung*
lasst sich damit erkldren, dass die wenigsten CYP-Gene konstitutiv exprimiert werden
(Durst und O’Keefe, 1995), sondern nur in gewissen Stadien der Ontogenese, oder durch
duBere Reize, exprimiert werden. CYP-Enzyme, die beispielsweise an der Terpenoid-
synthese (Hallahan et al., 1995; Lupien et al., 1995), der Alkaloidsynthese (De-Eknamkul
et al., 1992; Kutchan, 1995; Kammerer et al., 1994; Nasreen et al., 1996), oder der Flavo-
noidbiosynthese (Holton, 1993) beteiligt sind, werden nur in bestimmten Entwicklungssta-

dien der Pflanze, bzw. des betroffenen Pflanzengewebes, exprimiert.
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Andere CYP-Enzyme werden durch Reize wie UV-Bestrahlung (Kato et al., 1994), Ver-
wundung (Frank et al., 1996), Pathogenbefall (Bolwell et al., 1994) oder Xenobiotika in-
duziert (Frear, 1995). Dagegen werden CYP-Enzyme, die an der Ligninbiosynthese betei-
ligt sind, wie die Zimtsdure 4-Hydroxylase oder die Ferulat 5-Hydroxylase, konstitutiv
exprimiert (Meyer et al., 1996; Ye and Varner, 1996). Ebenso wie bei tierischen und bakte-
riellen CYP-Enzymen stellt auch bei den pflanzlichen CYP-Enzymen die C-Hydroxylie-
rung organischer Verbindungen die am héufigsten katalysierte Reaktion dar (siehe auch
A.3). Daneben werden aber auch zahlreiche weitere Reaktionen, wie z.B. Epoxidierung
(Schuler, 1996), oxidative Dealkylierung (Frear, 1995) oder Phenol-Kopplung (Stadler et
al., 1993) von pflanzlichen CYP-Enzymen durchgefiihrt.

Die vielfdltigen Funktionen und Charakteristika pflanzlicher CYP-Enzyme sind Gegen-
stand zahlreicher Reviews, welche sich ausschlieflich mit pflanzlichen CYP-Enzymen
bzw. —Genen befassen (Donaldson and Luster, 1991; Bolwell et al., 1994; Durst und Nel-
son, 1995; Nelson et al., 1996; Schuler, 1996; Nelson, 1999). Grundsétzlich lassen sich
CYP-Enzyme in zwei verschiedene Gruppen einteilen, wobei innerhalb beider Gruppen
immer mehr Ausnahmen auftreten.

Die Vertreter der Gruppe A gehen im phylogenetischen Stammbaum aus dem gleichen
Nebenast hervor und stammen moglicherweise von einem gemeinsamen Vorfahren ab.

Die Familien der Gruppe B gehen aus verschiedenen Seitendsten hervor und scheinen von
einem einzelnen gemeinsamen Vorfahren abzustammen. Wéhrend die A-Gruppe hohe
Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der einzelnen Familien aufweist, zeigen die Fami-
lien der B-Gruppe zum Teil héhere Verwandtschaftsgrade gegeniiber tierischen, bakteriel-
len und Pilz-Familien als zu irgendeiner pflanzlichen CYP-Familie. Vermutlich bildeten
sich die pflanzlichen CYP-Genfamilien der B-Gruppe vor der entwicklungsgeschichtlichen

Separation von Pflanzen, Pilzen und Tieren.

Innerhalb der Aminoséduresequenz von pflanzlichen CYP-Enzymen, insbesondere der A-
Gruppe, treten 4 verhidltnismafig stark konservierte Doménen auf (Abb. 8). Die hochst
konservierte Domine D [PFGXGRRXCXG] befindet sich ca. 15 % vom C-Ende entfernt
und stellt die Himbindungsregion dar. Das kovalent mit der Him-Gruppe verbundene
Cystein ist dabei von Aminosduren umgeben, deren Konsensussequenz in dieser Form nur

bei pflanzlichen CYP-Enzymen der A-Gruppe auftritt (Durst und Nelson, 1995).
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Die Funktionen der weiter ,,upstream* liegenden Doménen B und C sind bisher noch nicht
geklart. Bei der am ndchsten zum N-Terminus befindlichen A-Doméne geht man hier von
der  Funktion als  Sauerstoffbindungsregion aus. Die  Konsensussequenz
[(A/G)GX(D/E)T(T/S)] dieser Doméane wurde anhand von dreidimensionalen Strukturmo-
dellen bakterieller CYP-Enzyme als Teil eines mutmalBlichen I-Helix-Bereichs identifiziert
und befindet sich normaler- weise etwa 60 % unterhalb des N-Terminus (Halkier, 1997).
Neben diesen 4 Proteindoménen treten auBBerdem zwei weitere Regionen mit haufig vor-
kommenden Abfolgen bestimmter Aminosduren auf. Dabei handelt es sich zum einem um
die ersten 20-30 Aminosiduren am N-Terminus, die sich iiberwiegend aus hydrophoben
Aminosduren zusammensetzen und vermutlich als Membrananker dienen. Unmittelbar an
diese Anchor-Sequenz schlieB3t sich die zweite konservierte Region an, die durch das héu-
fige Auftreten der Aminosdure Prolin gekennzeichnet ist und die Verbindung zwischen
dem membranintegrierten und dem cytoplasmatischen Anteil des Enzyms darstellt. AuBer
den erwéhnten Bereichen zeichnen sich pflanzliche CYP-Enzyme durch eine groB3e struk-

turelle Vielgestaltigkeit aus.

hydrophober Membrananker

Domiine
N- | |T| | ? [B] C | ? | - C
prolinreiche Region Sauerstoffbindungsdoméine Himbindungsdoméine
GGXDTT* * PFGXGRRXCXG

A ES

Abb. 8: Schematische Darstellung charakteristischer Strukturelemente in der Aminosiduresequenz pflanzli-
cher Cytochrom P450-Enzyme der A-Gruppe .(Erlduterungen, siche Text).
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A.4 Zielsetzung der Arbeit

Mit liber 6400 bekannten Verbindungen stellen die Flavonoide eine sehr gro3e Naturstoff-
gruppe dar, deren Vertreter zahlreiche wichtige Aufgaben innerhalb der Pflanzen erfiillen
und dariiber hinaus auch wichtige Eigenschaften fiir andere Organismen besitzen (siche
A.l.1).

Innerhalb der jeweiligen Flavonoidklassen unterscheiden sich die einzelnen Flavonoide
durch das Substitutionsmuster des A-, B- und des C-Ringes. Bei dem Substitutionsmuster
des B-Ringes besitzen die F3’H und die F3’,5’H eine Schliisselfunktion. Durch die von
diesen Enzymen durchgefiihrten 3’- und 3°,5’-Hydroxylierungen wird die Bliitenfarbe in
entscheidender Weise beeinflusst (siehe A.2.1). Dariiber hinaus ermdglichen die von ihnen
katalysierten Hydroxylierungen alle weiteren Modifikationen, wie Methylierung, Glykosy-
lierung und nachfolgende Acylierung, des Zuckerrestes an diesen Positionen.

Aufgrund fritherer biochemischer Untersuchungen konnten die F3’H und die F3°,5’H als
P450-Enzyme identifiziert werden (sieche A.1.3). Im Rahmen dieser Arbeit sollte jeweils
ein cDNA-Klon der F3’H und der F3’,5’H isoliert werden. Dabei sollten mit Hilfe zweier
bereits bekannter F3’,5’H-Gensequenzen aus Petunia hybrida F3’,5’H-spezifische DNA-
Fragmente durch RT-PCR gewonnen werden, um damit verschiedene bereits vorhandene
cDNA-Bibliotheken von Pflanzen mit F3’H- und/oder F3’,5’H-Aktivitiat zu ,,screenen‘.
Aufgrund der hohen funktionellen Ahnlichkeit und der Zugehdrigkeit beider Enzyme zu
den Cytochrom P450-Enzymen wurde dabei davon ausgegangen, dass auch F3’H-Gene,
von denen bislang noch keines kloniert werden konnte, bei dem Screening mit einer
F3’,5’H-spezifischen DNA-Sonde erfasst werden.

Parallel dazu sollte mit Cytochrom P450-spezifischen PCR-Primern versucht werden,
F3’H- und F3’,5’H-spezifische Fragmente aus verschiedenen Pflanzen mit F3’H- und/oder
F3’,5’H-Aktivitdt durch RT-PCR zu isolieren.

Des Weiteren sollte aus chemogenetisch definierten Linien von Matthiola incana durch
Verwendung einer differentiellen Screening-Methode ein F3’H-spezifisches cDNA-Frag-
ment isoliert werden.

Nach der Verifikation der gewonnenen Fragmente, sollten die entsprechenden ,,full-length*
cDNA-Klone durch verschiedene RACE-Methoden generiert und anschlieend durch hete-

rologe Genexpression in Hefe charakterisiert werden.

32



B. Material und Methoden

B. Material und Methoden

B.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Enzyme und Radioisotope

Die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden soweit nicht anders be-

schrieben von folgenden Firmen bezogen:

Zefa Laborservice (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Fluka (Neu-Ulm)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Biorad (USA)

Biozym (USA)

Duchefa (Niederlande)
Qiagen (Hilden)

Schleicher & Schiill (Dassel)
Difco (USA)

http://www.zefa-laborservice.de/

http://www.sial.com/

http://www.fluka.de/

http://www.merck.de/

http://www.carl-roth.de/

http://www.bio-rad.com/

http://www.biozym.com/

http://www.duchefa.com/

http://www.giagen.com/

http://www.s-und-s.de/

Enzyme wurden soweit nicht anders beschrieben von folgenden Firmen bezogen:

MBI Fermentas (Litauen)
Promega (Mannheim)
Boehringer (Mannheim)
Boehringer (Ingelheim)
Gibco/BRL (USA)
Invitrogen (Niederlande)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

New England Biolabs (USA)
Stratagene (USA)
Roche (Schweiz)

http://www.fermentas.com/

http://www.promega.com/

http://biochem.boehringer-mannheim.com/

http://www.boehringer-ingelheim.com/

http://www lifetech.com/

http://www.invitrogen.com/

http://www.apbiotech.com/

http://www.neb.com/

http://www.stratagene.com/

http://www.roche.com/
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Reaktionssysteme und Kits wurden soweit nicht anders beschrieben von folgenden Firmen

bezogen:

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

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

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

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

Boehringer (Mannheim) http://biochem.boehringer-mannheim.com/
Biorad (Miinchen) http://www.bio-rad.com/

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

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

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

Folgende Radiochemikalien wurden verwendet:

Tab. 4: Verwendete Radiochemikalien

Substanz spezifische Aktivitét Quelle
[0-**P] dCTP ~ 3000 Ci/mmol ICN, Meckenheim
[0-"S] dATP ~ 1000 Ci/mmol ICN, Meckenheim
['*C] 2-Malonyl-CoA 55 mCi/mmol ARC, ST. Louis, USA
[*C] Naringenin 200 dpm/pl Eigensynthese vom Lehrstuhl ~
['“C] Dihydrokaempferol 100 dpm/pl Eigensynthese vom Lehrstuhl *

* Von Dr. Stefan Martens zur Verfiigung gestellt.
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B.2 Pflanzenmaterial

B.2.1 Callistephus chinensis (Sommeraster)

Zur Klonierung eines Flavonoid 3’- bzw. 3’, 5’-Hydroxylase cDNA Klons aus Calliste-
phus chinensis steht am Lehrstuhl fiir Zierpflanzenbau biochemisch und genetisch gut cha-
rakterisiertes Pflanzenmaterial zur Verfiigung. Hiervon wurde die Linie 01 verwendet, aus

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

Abb. 9: Callistephus chinensis (Linie 01)

Bei C. chinensis bestimmt nur ein Gen den Grad der Hydroxylierung des B-Ringes. An
diesem Locus R liegt vermutlich multiple Allelie vor (Wit, 1937; Forkmann, 1977), so dass
folgende homozygote Typen auftreten: RR, r't” und rr. Bei dem Typ rr finden sich in den
Bliiten vorwiegend Pelargonidin und etwas Cyanidin. In Bliiten vom Typ r't” vor allem
Cyanidin und etwas Pelargonidin und Delphinidin. Beim RR Typ gréBtenteils Delphinidin,
neben etwas Cyanidin und Spuren von Pelargonidin (Forkmann, 1977). Die verwendete
Linie 01 stellt einen RR-Typ mit blauen Bliiten dar (Abb. 9). Zur Isolation von DNA und
insbesondere von RNA wurden Petalen von verschiedenen Bliitenstadien geerntet und
vereinigt. Dabei wurden Bliitenstadien beriicksichtigt, in denen die Zungenbliite gerade zu
sehen war bis hin zu Stadien, wo ihre Pigmentierung gerade eingesetzt hatte und sie 1-1,5

cm aus dem Bliitenkelch ragten.
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Da vorherige Untersuchungen iiber Enzyme des Flavonoidbiosynthesewegs bei C. chinen-
sis (Ruhnau-Brich, 1991) und verschiedenen anderen Pflanzen (Stotz, 1983) die hochste
Aktivitdt der untersuchten Enzyme innerhalb dieser Stadien zeigten. Somit konnte man da-
von ausgehen, dass zu diesem Zeitpunkt der Ernte die entsprechenden Transkripte der ver-
antwortlichen Gene in besonders groBen Mengen vorhanden waren. Die Bliiten konnten

von Anfang August bis ungefdhr Mitte Oktober geerntet werden.

B.2.2 Matthiola incana (Gartenlevkoje)

Fiir die Untersuchung von M. incana liegen 16 genetisch und biochemisch gut untersuchte
Linien zur Verfiigung. Diese Linien gehen auf langjdhrige Ziichtung des Lehrstuhles fiir
Genetik der Universitdt Tiibingen zuriick und sind in bezug auf 4 Anthocyan modifizie-
rende Gene eindeutig genetisch charakterisiert (Seyffert, 1971). Diese vier Loci treten in
homozygoten Kombinationen gegen einen beziiglich der Bliitenfarbung vollig isogenen
Hintergrund auf (Tab. 5). Das Gen b" codiert die Flavonoid 3’-Hydroxylase, die am B-
Ring eine Hydroxylgruppe in 3-Position einfiigt (Forkmann, 1980). Die Allele /" , " und
v" betreffen Modifikationen am Pyranring und am A-Ring (Abb. 2). Dabei ist /" fiir Gluko-
sylierung, u" fiir Xylosylierung und v" fiir Acylierung mit verschiedenen Zimtséuren ver-

antwortlich (Seyffert, 1960 und 1982).

Linien 9-16

Linien 1-8

Abb. 10: Matthiola incana, Linien 01-16. Linien 1-8 mit F3’H-Aktivitét, Linien 9-16 ohne F3 H-Aktivitat.
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Drei weitere Gene des Flavonoidbiosynthesewegs liegen in allen 16 Linien homozygot
dominant vor. Das Gen e ist fiir die Bildung von Flavan 3,4-Diolen aus Dihydroflavono-
len verantwortlich. Gen f* kontrolliert die Chalkonsynthase (Spribille und Forkmann,
1981). Die Rolle von Gen g ist noch nicht abschlieBend geklart, es betrifft die Anthocyan-
synthese nach der Dihydroflavonolbildung (Seyffert, 1962; Heller et al., 1985a und
1985b). Beim Auftreten von homozygot rezessiven Allelen eines dieser Gene wird die

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

Tab. 5: Charakterisierung homozygoter Genotypen von M. incana

Linie Genotyp Phinotyp Pigmente
egf bl uv
01 + + + + + + + dunkelviolett ac Cy-T
02 + + + + 1 + + tief stumpf violett ac Cy-T, ac Cy-B
03 + + + + +Uu + braunviolett ac Cy-T, Cy-T, Cy-D, Cy-M
04 + + + + + + v dunkellila ac Cy-T
05 + + + +1 u + dunkelbraun ac Cy-B, Cy-B, Cy-M
06 + + + +1 +v tief stumpf lila ac Cy-B
07 + + + + +Uuv braunlila Cy-T, Cy-D, Cy-M
08 + + + +1 uv braun Cy-B, Cy-M
09 + + + b + + + dunkelkarmin ac Pe-T
10 + + + bl + + tief stumpf karmin ac Pe-T, ac Pe-B
11 + + + b +uv braunkarmin ac Pe-T, Pe-T, Pe-D, Pe-M
12 + + + b + + v dunkelrosa ac Pe-T
13 + + + bl u+ braun ac Pe-B, Pe-B, Pe-M
14 + + + bl +v braunrosa ac Pe-B
15 + + + b +uv braunrosa Pe-T, Pe-D, Pe-M
16 + + + bl uv braun Pe-B, Pe-M

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

Durch friihere Untersuchungen der F3’H-Aktivitit bei M. incana war bekannt, dass die
Hauptaktivitit dieses Enzyms bei friihen Bliitenstadien auftritt (Stotz, 1983). Daher wurde
zur Klonierung eines F3’H ¢cDNA Klons aus M. incana eine Mischung von Petalen junger
Bliiten geerntet, die diesen Bereich groBziigig abdeckten. Dabei handelte es sich um Blii-
ten, die gerade aufgingen bis hin zu Bliiten mit leicht pigmentierten Petalen, die bereits 3-5
mm aus dem Kelch ragten. Die Ernte des Pflanzenmaterials war ganzjahrig moglich, da

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

Von den zahlreichen dem Lehrstuhl zur Verfiigung stehenden Sorten wurde die Sorte Robe
verwendet. Sie stammt aus dem normalen Handelssortiment der Firma ElsnerPAC Jung-
pflanzen (Dresden). Aufgrund fritherer Analysen war die Anthocyanidinzusammensetzung
in den Bliiten dieser Sorte bekannt (Hassenpflug, 1995). Mit Pelargonidin, Cyanidin und
Delphinidin treten alle Grundstrukturen der Anthocyanidine auf. Aullerdem findet man Pe-
onidin, Petunidin und Malvidin, welche die hdufig vorkommenden methylierten Anthocy-
anidine darstellen (siehe A.2.1). Von diesen Anthocyanidinen stellen Pelargonidin, Peoni-
din und Malvidin die Hauptpigmente dar, was auf eine hohe Aktivitit der F3’- und der
F3’°,5’H schlieBen ldsst. Als Pflanzenmaterial wurden Petalen von jungen noch geschlosse-
nen oder gerade gedffneten Bliiten verwendet, da in diesen Stadien die hochste Aktivitit
von Enzymen des Flavonoidbiosynthesewegs beobachtet wurde (Hassenpflug, miindl.
Mitteilung). Das Pflanzenmaterial wurde vorwiegend im Winter oder im Friithjahr geerntet,
da es bei im Sommer geerntetem Material durch hohere Konzentration an storenden In-
haltsstoffen zu Problemen bei der RNA-Isolation kam (siche B.5.1.1). Petalen konnten von

den im Gewéchshaus unter Kunstlicht kultivierten Pflanzen ganzjdhrig geerntet werden.

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

Die Flavonoidzusammensetzung der Bliiten des blau blithenden Lycianthes rantonnetii
(vormals Solanum rantonnetii) wurde am Lehrstuhl im Rahmen zahlreicher Praktika unter-
sucht. Unter anderem konnte man 3°,5’-hydroxylierte Flavonoide, wie z.B. Delphinidin,
identifizieren, was auf eine F3’,5’H-Aktivitdt schlieBen lief. Als Pflanzenmaterial wurden
Petalen von jungen, halbgeschlossenen und nur apikal leicht pigmentierten Bliiten verwen-

det.

Abb. 12: Lycianthes rantonnetii.

B.2.5 Weitere Pflanzen

Neben den bereits aufgefiihrten wurden aullerdem folgende Pflanzenarten verwendet:

Osteospermum x hybriden (Kapmargerite), Sorte ,,Dondo*
Zantedeschia x hybriden, Sorte ,,Cameo Zalm”
Hydrangea macrophylla (Hortensie)

Petunia hybrida (Petunie), Linie V33 und Linie RLO1
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Die beiden erst aufgefiihrten Arten wurden am Lehrstuhl im Rahmen zweier Diplomarbei-
ten bearbeitet. Bei der Kapmargerite konnte F3’,5’H-Aktivitit gefunden werden (Seitz,
2000), bei Zantedeschia F3’H-Aktivitiat (Oswald, 2000). Von Osteospermum wurden un-
geférbte bis leicht apical gefarbte Petalen verwendet, bei Zantedeschia wurde das gefarbte

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

Bei Hydrangea macrophylla konnte schon frith Delphinidin 3-Glukosid als Hauptpigment
in den Sepalen identifiziert werden (Asen et al., 1963; Takeda et al., 1985). Dies lieB auf
eine F3°,5’-Aktivitdt und auf das Vorhandensein des oder der entsprechenden Gene schlie-

Ben. Geerntet wurden leicht pigmentierte Sepalen von frithen Bliitenstadien.

Von Petunia hybrida Linie V33 wurden leicht pigmentierte und gedffnete Sepalen von
jungen Bliiten verwendet. Linie V33 verfiigt iiber die Gene Hf1 und Hf2, welche die
F3’,5’H-Aktivitit bei der Petunie kontrollieren (Wierig, 1974).

Die zur Transformation von Bliitenblattern mit der Partikelkanone (siehe B.5.11) verwen-
dete Linie RLO1 trdgt die homozygot rezessiven Allele /¢1 und Af1 und besitzt daher keine
F3’-und F3’,5’-H-Aktivitit.

B.3 Bakterienstimme, Phagen und Plasmide

B.3.1 Bakterienstimme

Zur Klonierung der entsprechenden Plasmide wurden die E. coli Stimme Top 10 und Inv a
(Invitrogen, Niederlande) verwendet.

Als Wirtsstamm fiir die Vermehrung des Bakteriophagen ANM1149 wurde E. coli K12
POP 13 verwendet. Dieser stellt einen Abkdmmling von E. coli K12 POP 101 (Lathe und
Lecocq, 1977; Murray, 1983) dar und wurde urspriinglich von Frau Dr. V. Pirotta (EMBL,
Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.
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B.3.2 Bakteriophagen

Als Vektor fiir die cDNA-Bibliothek von Callistephus chinensis diente der Bakteriophage
ANM1149 (Scherer et al., 1981; Murray, 1983)

B.3.3 Plasmide

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

Parametern in Tabelle 6 dargestellt

Tab. 6: Verwendete Plasmide zur Klonierung von DNA-Molekiilen

[Plasmid GroBe [Selektions- |blau/weil3 [T/A Sequenzierprimer IProkuktname /
[kb]  marker IScreening |Cloning Hersteller
pUAG 3,8 Kanamycin + + M13 The LigATor
IAmpicillin U/A  pUAg SEQ-Primer  [Ingenius
pUCS57/T 2,71  |Ampicillin + +  M13,pUC InsT/AClone Cloning Kit /
IMBI Fermentas
pPCR™2.1-TOPO®[3,9  [Kanamycin + +  MI13,T7 TOPO TA Cloning” KIT /
IAmpicillin Invitrogen
pCR®4-TOPO® 3,957 [Kannamycin - +  M13, T3/T7 TOPO TA Cloning” KIT
IAmpicillin for Sequencing / Invitrogen
pBluescript® 11J2,961 |Ampicillin + - M 13, T3/T7, SK/KS [pBluescript® II/
Ks (+) Stratagene

Bei den 4 erstgenannten handelt es sich um Plasmide, die speziell zur Klonierung von
PCR-Produkten entwickelt wurden. Der letztgenannte diente ausschlieBlich zur Subklonie-
rung von DNA-Fragmenten. Alle Vektoren verfiigen iiber eine ,,Multiple Cloning Site*

(MCS) mit zahlreichen Restriktionsschnittstellen.

Fir die Transformation von Bliitenblittern mit der Partikelkanone wurde das Plasmid
pGun verwendet. Dieses Plasmid wurde von Dirk Borstling, Mitarbeiter des Lehrstuhls,
zur Verfligung gestellt. Dabei handelt es sich um einen 3724 Basenpaar groen Vektor mit
Ampicillinresistenzgen, einem ori (origin of replication, Replikationsursprung) zur high-
copy Vervielfiltigung in E. coli und einem doppelten 35S-Promotor aus dem Blumen-

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

Alle verwendeten Bakterien wurden in LB (Luria-Bertani) Fliissigmedium und Agarplatten
angezogen. Bei bereits transformierten Bakterien wurde je nach verwendetem Plasmid
(siehe B.3.3) das entsprechende Antibiotikum zugesetzt. Fiir die halb- bzw. einstiindige
Vorkultur unmittelbar nach einer Hitzeschocktransformation wurde SOC Medium zur Sta-
bilisierung der Transformation und zur Entwicklung der Antibiotikaresistenz verwendet (s.
u.). Die Aufzucht von Bakterien in Fliissigkulturen erfolgte bei 37 °C und 200-250 rpm im
Schiittelinkubator bis die gewiinschte Bakteriendichte bzw. das gewiinschte Entwicklungs-
stadium erreicht war (i.allg. 8-16 h). Die Aufzucht von Bakterien auf Agarplatten erfolgte
fiir die gleiche Zeitdauer und Temperatur im Brutschrank. Nach der Aufzucht konnen
Fliissigkulturen und Plattenkulturen fiir mehrere Monate bei 4 °C gelagert werden. Zur
mehrjdhrigen Lagerung miissen Fliissigkulturen mit Glycerin nach Sambrook et al. (1989)

bei —70 °C eingefroren werden.

LB Fliissigmedium:

Fiir 1 Liter Medium werden 10 g/l Trypton oder Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl in
950 ml deionisiertem Wasser gelost mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt und mit deionisier-
tem Wasser auf 1 Liter aufgefiillt. AnschlieBend wird das Medium fiir 20 min bei 121 °C
autoklaviert. Bei Bedarf erfolgt die Zugabe von 50-100 ng/l Ampicillin oder 50 ng/l Ka-
namycin durch konzentrierte und sterilfiltrierte Stammlosungen nach Abkiihlen auf

Raumtemperatur. Die Lagerung der Medien erfolgt bei Raumtemperatur oder bei 4 °C.

LB Agarplatten:

Zusammsetzung wie bei LB Fliissigmedium, jedoch Zugabe von 15 g Agar/l. Die Zugabe
von Antibiotika in gleicher Konzentration wie beim Fliissigmedium erfolgt kurz vor dem
Gieflen in Petrischalen bei Erreichen von ca. 55 °C. Bei der Herstellung von Selektions-
platten zum blau/weill Screening werden 40 pl einer X-Gal-Stammlosung auf die Oberfla-
che der erkalteten Platten aufgebracht und fiir ca. 15 min getrocknet. Die Platten werden
bei Raumtemperatur oder bei 4 °C gelagert, bereits mit X-Gal versehene Platten miissen

lichtgeschiitzt und bei 4 °C gelagert werden.
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Ampicillin und Kanamycin Stammlésungen:

Jeweils 100 mg Ampicillin oder Kanamycin werden in 1 ml deionisiertem Wasser geldst

und anschlieBend sterilfiltriert. Die Lagerung der Stammldsungen erfolgt bei —20 °C:

X-Gal-(5-bromo-4-chloro-3-indolyl--D-galaktopyranosid) Stammlosung:

400 mg X-Gal werden in 10 ml Dimethylformamid geldst und lichtgeschiitzt bei —20 °C
gelagert.

SOC Medium:

Fiir 1 Liter Medium werden 20 g/l Trypton oder Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,6 g/l NaCl,
0,2 g/l KCI, 1 g/l MgCl,, 3,5 g/l Glukose in deionisiertem Wasser geldst und 20 min bei
121 °C autoklaviert, das Medium wird bei Raumtemperatur oder bei 4 °C gelagert.

Die Transformation von kompetenten Zellen mit den jeweilig verwendeten Plasmiden
(sieche B.3.3) erfolgte durch Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad fiir exakt 30 Sekunden.
Danach wurden die Bakterien nach Zugabe von SOC Medium 30 Minuten bei Kanamycin-
resistenz und 1 Stunde bei Ampicillinresistenz bei 37 °C im Schiittler inkubiert und auf LB
Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen. Bei Transformation von
Plasmiden, die blau/weil Screening ermoglichen, werden die antibiotikahaltigen LB
Agarplatten zuvor mit X-Gal versetzt (s.0.). Die Herstellung von chemisch kompetenten

Zellen erfolgte nach Sambrook et al. (1989) oder nach Angaben der Hersteller.
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B.4 Hefen und Hefevektoren

B.4.1 Hefestamme

Es wurden vier von Herrn Dr. D. Pompon frei zur Verfligung gestellte und ein kommerziell

erworbener Hefestamm verwendet.

Bei den Hefestimmen von Herrn Pompon handelt es sich um die haploiden Saccharomyces
cerevisiae Stimme W(N), W(R), Watl1 und Wat21 (Pompon et al. , 1996). W(N) (MATa,
ade 2-1, leu 2-3, ura 3-1, trp 1, can®™ cyr+) stellt den urspriinglichen Hefestamm dar, aus
dem die anderen Stimme durch ,,genetic engineering modifiziert wurden. Bei W(R)
wurde der Promotor des hefeeigenen Cytochrom P450 Reduktase Gens mit Hilfe eines in-
tegrativen Vektors gegen einen Galaktoseinduzierbaren GAL10-CYC1 ausgetauscht, wel-
cher bei Induktion mit Galaktose die CPR {iiberexprimiert. Da dieser Promotor von Glu-
kose stark reprimiert wird, wird die CPR bei Anwesenheit von Glukose so gut wie nicht
mehr exprimiert.

Bei WATI1 und WAT21 wurde durch integrative Vektoren das gesamte hefeeigene CPR
Gen inklusive Promotor gegen jeweils ein CPR Gen aus Arabidopsis thaliana mit Galakto-
seinduzierbaren GAL10-CYC1 Promotor ausgetauscht. Bei diesen Genen handelt es sich
um die offenen Leserahmen (ORF) der Genloci ATR1 und ATR2.

Die integrativen Vektoren konnen sich, im Gegensatz zu den Hefeexpressionsvektoren,
nicht autonom innerhalb der Hefezelle replizieren, sondern werden einzeln in das Hefege-
nom integriert und dort zusammen mit dem Hefegenom repliziert. Neben den offenen Le-
serahmen der CPR Gene mit GAL10-CYC1 Promotor iibertragen die integrativen Vektoren
einen URA3 Komplentationsmarker, was die Selektion der modifizierten Hefen auf einem

uracilfreien Medium ermdoglicht.
Bei dem kommerziell erworbenen Saccharomyces cerevisiae Stamm handelt es sich um

den diploiden Stamm INVScl(MATa, his 341, leu2, trp 1-289, ura3-52 /| MATa, his341,
trp1-289, ura3-52) von der Fa. Invitrogen (Groningen, Niederlande).
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Tab. 7: CPR-Aktivitdt in den Mikrosomenfraktionen der verwendeten Hefestimme (Pompon et al., 1995).

CPR-Aktivitit ¥
Hefestamm | Ploidy CPR-ORF CPR-Promotor In Glukose In Galaktose
INVScl diploid Wildtyp Wildtyp n. d. n. d.
W(N) haploid Wildtyp Wildtyp 100 100
W(R) haploid Wildtyp GAL10-CYC1 <0,1 2500-3000
WATI11  haploid ATRI1 GAL10-CYCl1 <0,1 200-300
WAT21  haploid ATR2 GAL10-CYCl1 <0,1 300-400

a) Reduziertes Cytochrom ¢ [nmol] /min * mg mikrosomales Protein in 50 mM Tris-HCI Puffer pH 7,4 und 1mM KCN.

B.4.2 Hefeexpressionsvektoren

Fir die Expression der klonierten Cytochrom P450 Gene wurden drei verschiedene
Hefeexpressionsvektoren verwendet. Der Hefevektor pYeDP60 wurde von Herrn Dr. D.
Pompon frei zur Verfiigung gestellt (Urban et al., 1990 ; Pompon et al., 1996). Dieser
Vektor verfiligt neben einem URA3- {iber einen ADE2-Komplementationsmarker. Dadurch
wird nach der Transformation mit diesem Expressionsvektor die Selektion aller verwen-
deten Hefestimme, auch wenn diese zum Teil durch einen integrativen Vektor URA3
komplementiert sind, auf Adenosin freiem Medium ermdglicht (sieche B.4.1). Dariiber hin-
aus ist die Komplementation mit ADE?2 auch bei Kultivierung von Adenosin auxotrophen
Hefen in Komplettmedien von Bedeutung, da bei hoher Zelldichte die sinkende Adenosin-
konzentration spontan limitierend auf das Wachstum wirkt. Da pYeDP60 nicht {iber eine
,»Multiple Cloning Site* verfiigt, sondern nur liber eine BamHI- und eine EcoRI-Schnitt-
stelle zwischen Promotor und Terminator, konnen Gene mit diesen Schnittstellen nicht
ohne weiteres in den Vektor einkloniert werden. Bei den Hefevektoren pYES2.1/V5-His-
TOPO® und pYES2® (Invitrogen, Niederlande) handelt sich um zwei sehr dhnliche Ex-
pressionsvektoren, die sich nur in zwei Punkten unterscheiden. Wéhrend pYES?2 iiber eine
,Multiple Clonig Site verfiigt und zirkular geliefert wird, stellt pYES2.1/V5-His-TOPO®
einen linearisierten Vektor mit {iberhingenden Deoxythymidinen zur direkten Klonierung
von PCR-Produkten mit iiberhdngenden Adenosinen dar. AuBlerdem verfiigt er liber eine
V5 Epitop- und eine Polyhistidin(6x)-Region. Beide dienen dazu, die Proteine der expri-
mierten Gene nachzuweisen und zu isolieren, soweit die klonierten Gene nicht iiber ein

Stop Codon verfligen, so dass diese Regionen ebenfalls exprimiert werden.
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Abb. 13: Hefeexpressionsvektoren pYES2® und pYES2.1/V5-His-TOPO® (Invitrogen, Groningen, Nieder-
lande). Die vollstandigen Sequenzdaten beider Vektoren konnen unter http://www.invitrogen.com/ bezogen
werden.

Alle drei Hefeexpressionsvektoren besitzen ein Ampicillinresistenzgen und kénnen als

,multy copy* Plasmide in E.coli vervielfaltigt werden.

B.4.3 Anzucht,Transformation und Induktion von Hefen

B.4.3.1 Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

Untransformierte Hefen werden in YPG(A/U)-Medium (20 g/l Glukose, 10 g/l Hefeex-
trakt, 10 g/l Pepton) kultiviert, dem je nach verwendetem Hefestamm 30 mg/l Adenin oder
100 mg/ml Uracil zugesetzt werden kann. Aufgrund der zugegebenen Menge an Hefeex-
trakt war es in der Regel nicht notwendig den Uracil oder Adenin auxotrophen Hefestdm-
men zusitzlich die entsprechende Base zuzufiihren.

Transformierte Hefen werden in SGI-Medium (20 g/l Glukose, 0,1 g/l Bactocasamino-
acids, 0,67 g/l Yeast Nitrogen Base, 20 mg/l Tryptophan) oder in SRI (10 g/l Raffinose
statt Glukose, sonst gleich wie SGI) kultiviert.
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SRI-Medium ist SGI-Medium im allgemeinen vorzuziehen, es sei denn, es handelt sich
,.hur um Vor- oder Dauerkulturen. Die im SGI-Medium enthaltene Glukose hemmt den
Gall Promotor nahezu vollstindig (West et al., 1984). Bei den verwendeten Hefestimmen
sinkt die Cytochrom P450 Reduktase-Aktivitdt (CPR) bei Anwesenheit von Glukose unter
0,1 %, verglichen zum Wildtyp dessen CPR Expression nicht durch den Ga/l Promotor
gesteuert wird (siehe B.4.1). Nach vollstindigem Verbrauch der Glukose durch die Hefen
kann eine Induktion des Gall Promotors durch Galaktose erfolgen (Giniger et al., 1985). In
diesem Fall wird eine in SGI-Medium angezogene Vorkultur in YPGE-Medium (5 g/l
Glukose, 30 ml/l Ethanol, 10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Pepton) tiberimpft. In diesem Medium
dient das enthaltene Ethanol nach Verbrauch der Glukose als Energie- und Kohlenstoff-
quelle. Beim Verwenden von SRI-Medium ist dies nicht notwendig, da die enthaltene Raf-
finose den Gall Promotor weder hemmt noch induziert. Da Raffinose jedoch um ein Viel-
faches teuerer ist als Glukose ist bei Vor- und Dauerkulturen sowie bei der Kultivierung
von untransformierten Hefen, Glukose zu verwenden. Glukose und Raffinose werden ste-
rilfiltriert, alle anderen Bestandteile konnen bei 121 °C fiir 15 Minuten autoklaviert wer-
den. Bei der Herstellung von Festmedien wurde dem entsprechenden Medium 15 g/l Agar

zugegeben.

Die Anzucht der Hefen in Fliissigmedium erfolgte bei 28-30 °C und 200-250 rpm im
Schiittler, auf Festmedium bei gleicher Temperatur im Brutschrank. Zur Kontrolle des
Wachstums wurde die optische Dichte der Kultur bei 600 nm gemessen (ODggy). Auf
Festmedium ausgestrichen konnen die Hefen mindestens 1 Jahr bei 4 °C gelagert werden.
Fliissigkulturen konnen innerhalb der frithen bis mittleren exponentialen Wachstumsphase
unter Zugabe von 20 Vol.-% Glycerol bei -70-80 °C auf unbestimmte Zeit gelagert werden
(Sherman, 1991).

B.4.3.2 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae mit den entsprechenden Expressionsvektoren er-

folgte durch eine modifizierte LiAc/SS-DNA/PEG-Methode (Gietz et al., 1992, 1995;

Schiestl und Gietz, 1989). Dabei wurden 10 ml YPG (siehe B.4.3.1) mit einer Kolonie des

verwendeten Hefestamms angeimpft und iiber Nacht bei 28 °C und 250 rpm im Schiittler
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angezogen. Nach der Messung der ODggp wurden mit dieser Vorkultur 50 ml YPG mit ei-
ner Anfangs-ODgg von 0,4 inokuliert und fiir weitere 2-4 Stunden bei 28 °C und 250 rpm
kultiviert. Der Ansatz wurde dann in 10 ml Portionen aliquotiert und 2 min bei 2500 rpm
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand dekantiert, die Zellen in 10 ml TE (10
mM Tris-HCI; pH 7,5; 1 mM EDTA) resuspendiert und wie zuvor zentrifugiert. Erneut
wurde der Uberstand dekantiert und das Pellet in 1 ml LiAc/TE (100 mM LiAc; 10 mM
Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA) resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10
Minuten auf Raumtemperatur belassen und nachfolgend mit 1-5 pg Expressionsvektor
(siche B.4.2), 100 pg geschertem und denaturiertem Heringssperma DNA (Sigma) und mit
300 pl PEG 4000 Losung (40 %ig in Wasser gelost) versetzt. Das verwendete Herings-
sperma wurde kurz vor Gebrauch durch 15miniitige Erhitzung auf 95 °C und unmittelbar
anschlieender Abkiihlung auf Eis denaturiert. Es folgte eine 30mintitige Inkubation bei 28
°C und 120 rpm auf dem Schiittler darauf folgend ein 15miniitiger Hitzeschock bei 42 °C
im Wasserbad. Zu dem Ansatz wurde dann 1 ml YPG (sieche B.4.3.1) gegeben, 2 min bei
2500 rpm zentrifugiert (Tischzentrifuge), der Uberstand dekantiert und das Pellet in 1 ml
TE resuspendiert. Von dieser Suspension wurden jeweils 300 und 600 ul auf SGI Platten
(siche B.4.3.1) ausplattiert und bei 28 °C im Brutschrank inkubiert. Nach 4 bis spitestens 7
Tagen war nach erfolgreicher Transformation ein Wachstum von Hefekolonien auf dem

Selektionsmedium zu erkennen.

B.4.3.3 Induktion von transformierten Saccharomyces cerevisiae

Die Transkription von transformierten CYP-Genen, und bei den Hefestimmen mit integ-
riertem Vektor von dem transgenen Cytochrom P450 Reduktase-Gen (siche B.4.1), wurde
durch Zugabe von Galaktoseldsung (20 %ig in Wasser gelost) induziert. Dabei wurde 5 x 5
ml Vorkulturen in SGI-Medium iiber Nacht kultiviert und anschliefend vollstindig in 225
ml SRI-Medium tiberimpft. Nach Erreichen einer ODgyy von 1 wurden 25 ml Galaktoseld-

sung zugegeben und die Hefen ca. 15 Stunden weiterkultiviert (siche B.4.3.1).
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B.5 Molekularbiologische Methoden

B.5.1 Isolation von Pflanzen-RNA und Northernblot-Analyse

B.5.1.1 Isolation von Gesamt-RNA

Durch den hohen Gehalt an stdrenden Inhaltsstoffen, wie Polyphenolen und Polysacchari-
den, war es notwendig, verschiedene Methoden fiir die Isolation von Gesamt-RNA bei den
untersuchten Pflanzen zu verwenden. Neben der Wahl der Pflanzen waren auBerdem der
Entwicklungszustand des Pflanzenmaterials und die Jahreszeit wihrend der Ernte von Be-
deutung. Generell konnte man feststellen, dass die Isolation von Gesamt-RNA aus spdten
Bliitenstadien und aus wéhrend des Hochsommers geerntetem Pflanzenmaterial schwieri-
ger war, was sich mit einer hdheren Konzentration stérender Inhaltsstoffe erklaren liel3.

Bei den meisten Pflanzen, wie Levkojen, Petunien und Gerbera, konnte mit einer modifi-
zierten Guanidin-Thiocyanat Methode (modifiziert nach Guiliano et al., 1993) qualitativ
hochwertige Gesamt-RNA isoliert werden. Fiir diese Pflanzen konnten kleinere Mengen an
Gesamt-RNA auch problemlos durch das RNAesy Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des
Herstellers isoliert werden.

Die Isolierung von Gesamt-RNA bei Sommeraster war, insbesondere bei im Hoch- bzw.
Spatsommer geerntetem Pflanzenmaterial, mit der oben erwéhnten modifizierten Guani-
din-Thiocyanat Methode nur nach einem zusétzlichen Extraktionsschritt durch Zugabe der

speziell Polysaccharid bindenen Matrix ,,Nucleon PhytoPure* moglich (s. u. ).

Gesamt-RNA Isolation (modifiziert nach Giuliano et al., 1993):

Mit UV-Licht behandeltes deionisiertes Wasser und alle Gerite wurden bei 135 °C fir 30

Minuten autoklaviert. Der Extraktionspuffer wurde sterilfiltriert.

Extraktionspuffer:

Guanidinthiocyanat S0g
3M Natriumacetat 5ml
Natriumsarcosinat 2ml

ad 100 ml mit deionisiertem Wasser
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Kurz vor der Priparation wurde 0,7 % (v/v) B-Mercaptoethanol zu dem Extraktionspuffer
zugegeben. Morser, Pistil und Spatel wurden zuvor in fliissigem Stickstoff vorgekiihlt. 5
ml Extraktionspuffer und 4 ml Citrat-equilibriertes Phenol pH 4,3 wurden in ein Zentrifu-
genr6hrchen vorgelegt und auf Eis gestellt. 2-3 g Pflanzenmaterial wurden in fliissigem
Stickstoff zu feinem Pulver zermorsert und in das Rohrchen gegeben. Das R6hrchen wurde
mit Parafilm moglichst dicht verschlossen und anschlieend heftig gevortext. Nach voll-
stindiger Homogenisierung wurde 1 ml Chloroform zugegeben und erneut gevortext bis
das Homogenat gleichméfBig milchig-triib erschien. Nach einer 10miniitigen Inkubation bei
65 °C im Wasserbad und anschlieBender Sminiitiger Abkiihlung auf Eis erfolgte eine
20miniitige Zentrifugation bei 4 °C und 15000 g. Der Uberstand wurde vorsichtig abge-
nommen und je nach verarbeitetem Pflanzenmaterial auf zwei verschiedene Arten weiter-
verarbeitet (s.0.). Bei Pflanzenmaterial mit hohem Anteil an schwer wasserloslichen Poly-
sacchariden wurde zum Uberstand ein halber Volumenanteil —20 °C kaltes Chloroform und
ein fiinftel Volumenanteil Nucleon PhytoPure Resin® (Scotlab Ltd, GroBbritannien) zuge-
geben, kriftig gevortext und fiir 10 Minuten bei 4 °C und 15000 g zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde in ein neues steriles Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt, mit einem Volumenanteil
Isopropanol versetzt, 15 Minuten auf Eis gegeben und erneut 10 Minuten bei 4 °C und
15000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet in 1 ml Wasser geldst,
mit 200 ul Ethanol versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert, um die noch geldsten Poly-
saccharide zu fdllen. Nach 10miniitiger Zentrifugation bei 4 °C und 15000 g wurde der
Uberstand in ein neues steriles Rohrchen iiberfiihrt und die RNA selektiv durch Zugabe
von einem drittel Volumenanteil 8M LiCl und wenigstens halbstiindiger Inkubation auf Eis
gefdllt. Nach 20miniitiger Zentrifugation bei 4 °C und 15000 g wurde das Pellet mit 80
%igem Ethanol gewaschen und anschlieend in 500 pl Wasser gelost. Die Konzentration
und Reinheit der RNA wurde photometrisch bestimmt (Sambrook et al., 1989). Die RNA
konnte bei —20 °C in Wasser gelost iiber mehrere Monate ohne erkennbaren Abbau gela-
gert werden.

Die Isolierung von Gesamt-RNA von Pelargonien ist dullerst problematisch. Es empfiehlt
sich daher, bevorzugt Bliiten zu verwenden, die unter Kunstlicht im Friihjahr, Herbst oder
Winter geerntet wurden. Unter Zugabe von Nucleon PhytoPure Resin® (s.0.) war es mog-
lich, von derartigem Pflanzenmaterial in stark verdiinnten Ansdtzen geringe Mengen an
RNA zu isolieren. Fiir groflere Maf3stibe wurde jedoch die besser geeignete Methode nach

Dong und Dunstun (1989) verwendet.
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B.5.1.2 Isolation von mRNA

Die fiir Northernblot-Analyse (sieche B.5.1.3), subtraktive Hybridisierung zweier cDNA
Populationen (siehe B.5.7) und das RLM-RACE (siehe B.5.8.2) benétigte polyadenylierte
mRNA wurde durch Affinitdtschromatographie mit Oligo(dT)-Zellulose (New England
Biolabs, Frankfurt) nach Aviv und Leder (1972) isoliert. Auerdem wurde mRNA mit Oli-
gotex™ (Qiagen, Hilden) und PolyATract® mRNA (Promega, Mannheim) nach Angaben
der Hersteller isoliert. Da insbesondere bei der subtraktiven Hybridisierung zweier cDNA
Populationen (siche B.5.7) groBe Mengen an qualitativ hochwertiger und rRNA freier
mRNA benétigt wurden, musste die RNA zu diesem Zweck doppelt aufgereinigt werden.
Dafiir kam nur die mRNA Isolation durch Affinitdtschromatographie mit Oligo(dT)-Zel-
lulose in Frage. Bei den beiden anderen Verfahren kam es in der zweiten Aufreinigungs-

prozedur zu drastischen qualitativen und quantitiven EinbufB3en.

B.5.1.3 Northernblot-Analyse

Bei Northernblot-Analysen wurden 5-10 ug mRNA eingesetzt und in einem 1,5 %igen, 6,6
% Formaldehyd enthaltenden Agarosegel unter denaturierenden Bedingungen bei 60 V fiir
4-6 h elektrophoretisch aufgetrennt. Die Probenvorbereitung erfolgte nach Sambrook et al.
(1989). Als Molekulargewichtsmarker wurde RNA-Marker I (Bohringer, Mannheim) ver-
wendet. Das Blotten auf positiv geladene Nylonmembranen Hybond-N+ (Amersham
Pharmacia Biotech, Braunschweig) erfolgte mit 20 x SSC Puffer nach einem Standardpro-
tokoll (Darling und Brickell, 1996). Nach dem Blotten wurde die DNA durch Hitzebe-

handlung nach Angaben des Herstellers an der Membran fixiert.

B.5.2 Isolation von genomischer DNA und Southernblot-Analyse

Die Isolation genomischer DNA bei M. incana erfolgte durch das DNAesy Plant-Mini-Kit
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Nachfolgende Southernblot-Analyse
wurde nach einem Standardprotokoll (Bertram und Gassen, 1991) durchgefiihrt.
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B.5.3 Dotblot-Analyse

Zur Identifikation differenzieller cDNA Klone aus der subtraktiven Hybridisierung zweier
differentieller cDNA-Populationen (siche B.5.7) wurden die klonierten DNA-Fragmente

u.a. durch Dotblot-Analyse verifiziert.

B.5.3.1 Synthese von radioaktiv markierter erststrang cDNA

Fir die Synthese von radioaktiv markierter erststrang cDNA wurden jeweils 100 ng
mRNA der Linie 04 und 12 von M. incana eingesetzt. Die Synthese wurde grundsétzlich
wie in Kapitel 5.6.2 beschrieben durchgefiihrt, abweichend davon wurden dem Ansatz zu-
sitzlich 1 pl 1 : 2 verdiinntes o->>P (10 mCi/ml, 3000 Ci/mmol) zugegeben. Nach einem
Verdau mit RNase H wurden die nicht inkorporierten Nukleotide durch eine Ammonium-
acetatféllung (Sambrook et al., 1989) mit 1 ul Muskelglykogen (10mg/ml) als Carrier flir
die cDNA entfernt. Das Pellet wurde in 50 pl aufgenommen und zur Hybridisierung der

Dotblots wie in Kapitel B.5.5.2 beschrieben eingesetzt.

B.5.3.2 Dot-Blotting

Die Dotblot-Analyse der klonierten DNA-Fragmente erfolgte nach einem Standardproto-
koll (Darling und Brickell, 1996). Die dazu notwendige Dotblot-Analyse- Apparatur wurde
von der Arbeitsgruppe Gietl vom Botaniklehrstuhl der Technischen Universitit Miinchen

zur Verfiigung gestellt.

52



B. Material und Methoden

B.5.4 Screening einer cDNA-Genbank

Die cDNA-Genbank der Sommeraster (Callistephus chinensis) wurde mit zwei F3’,5’H
»full-length® ¢cDNA-Klonen aus Petunia hybrida und einem F3’H ,full-length® cDNA-
Klon aus Arabidopsis thaliana (Acc. : AL133421) ,,gescreened”. Bei den Klonen aus der
Petunie handelt es sich um den offenen Leserahmen der cDNA-Klone pCGP175 und
pCGP175 (Holton et al., 1993), die den beiden Genloci Hf1 und Hf2 entsprechen, welche
die F3’,5’H-Aktivitit in der Petunie steuern. Bei dem cDNA-Klon aus 4. thaliana handelt
es sich um den offenen Leserahmen eines cDNA-Klons, der dem Genlocus 777 entspricht,
welcher die F3’H-Aktivitdt in A. thaliana kontrolliert. Die cDNA-Klone aus der Petunie
wurden nach mRNA-Isolation (siche B.5.1) und ¢cDNA-Synthese (siche B.5.6.2) durch
PCR-Amplifikation mit ,,end-to-end* Primern isoliert. Die PCR Primer Hf15* und Hf13’
(zur Amplifikation von Hf1), Hf25’und Hf23’(zur PCR Amplifikation von Hf2) und die
Referenzen zu den entsprechenden cDNA-Klonen sind im Anhang G.1 bzw. G.5
aufgefiihrt.

Der cDNA-Klon von 4. thaliana wurde von Herrn Dr. Bernd Weisshaar vom Max-Planck-

Institut fiir Ziichtungsforschung in Koln zur Verfiigung gestellt (siche Anhang G.5).

B.5.4.1 cDNA-Genbank der Sommeraster (Callistephus chinensis)

Die cDNA-Genbank der Sommeraster (Callistephus chinensis) wurde von Herrn Prof. Dr.
G. Forkmann zur Verfiigung gestellt. Sie wurde aus 2-3 pg Poly(A)-RNA aus jungen
Bliitenknospen der Linie 01 hergestellt. Die Klonierung in Bakteriophagen Lambda
NM1149 erfolgte durch Aufsetzen von EcoRI-Linkern, nachdem die cDNA zuvor durch
EcoRI-Methylase methyliert worden war. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der
cDNA-Molekiile wurden durch Elektroelution alle DNA-Fragmente, die groB3er als 900 Bp
waren, eluiert und nachfolgend in die Phagenarme ligiert. AbschlieBend wurde die in die
Phagenarme integrierte cDNA mit einem passenden Verpackungslysat verpackt. Nach der
Verpackung der DNA in die Phagen wurde der Phagentiter durch das Ausplattieren der

Phagen in verschiedenen Verdiinnungsstufen bestimmt.
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B.5.4.2 Anfertigen von Membranabdriicken und Hybridisierung

Das Ausplattieren auf den E.coli Stamm K12 POP 13 erfolgte wie in Sommer et al. (1990)
beschrieben. Das Anfertigen von Membranabdriicken mit positiv geladenen Nylonmem-
branen Hybond-N+ (Amersham Pharmacia Biotech, Braunschweig) erfolgt wie bei Benton

und Davis (1977) beschrieben.

B.5.4.3 Identifizierung positiver Plaques und weitere Screening-Runden

Nach dem Identifizieren positiver Plaques anhand des erstellten Autoradiogramms wurden
diese groBflachig mit der stumpfen Seite einer sterilen Pasteurpipette ausgestochen und er-
neut in einer hoheren Verdiinnungsstufe ausplattiert (siche B.5.4.2). Nach erneuter Hybri-
disierung waren in der Regel deutlich mehr Signale zu erkennen. Konnten die Signale
deutlich abgegrenzten Einzelplaques zugeordnet werden, wurden diese mit der spitzen
Seite einer Pasteurpipette ausgestochen und nachfolgend verifiziert (siche B.5.4.4). War
dies nicht moglich, musste eine dritte Screening-Runde erfolgen, indem wieder mit der
stumpfen Seite einer Pasteurpipette ausgestochen wurde und mit einer noch hoheren Ver-

diinnung erneut ausplattiert wurde.

B.5.4.4 Isolation von Phagen DNA und Insertverifikation

Die Priparation von Phagen-DNA erfolgte nach Sambrook et al. (1989). Durch einen
Restriktionsverdau mit EcoRI wurde die GréBe des Inserts der rekombinanten Phagen-
DNA bestimmt. Aufgrund starker Verunreinigungen war es nicht moglich, die isolierte
Phagen-DNA direkt durch Sequenzanalyse zu analysieren. Aus diesem Grund wurde die
isolierte DNA mit Phagen spezifischen Primern durch PCR amplifiziert und in PCR-Klo-
nierungsvektoren subkloniert. Bei diesen Primern handelt es sich um pLGT10-H und -R
(siche Anhang G.1), die die EcoRI Schnittstelle im Phagen-Genom auf beiden Seiten flan-
kieren. Auf diese Weise konnte die GroB3e des Inserts bestimmt werden und das Insert im

PCR-Vektor durch Sequenzanalyse verifiziert werden.
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B.5.5 Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Molekiilen

B.5.5.1 Hybridisierungssonden

Radioaktiv markierte DNA-Sonden wurden nach der ,,random primed* Methode von Fein-
berg und Vogelstein (1983) hergestellt. Dabei wurden 5-25 ng DNA mit Hilfe des Re-
diprime™ DNA Labeling System (Amersham, Braunschweig) mit [a->°P] dCTP (ICN,
Meckenheim) nach Angaben des Herstellers markiert. Nicht inkorporierte Nukleotide wur-
den durch eine Sephadex™ Gelchromatographie nach Sambrook et al. (1989) entfernt. Die
spezifische Aktivitidt der radioaktiv markierten DNA-Sonden wurde mit dem Szintillati-
onsmeBgerdt Quick Counter Bioscan QC 4000 XER (Bioscan, Washington, USA) ermit-
telt. Die durchschnittliche spezifische Aktivitit der verwendeten Sonden lag zwischen 0,7-
1,2 x 10° dpm/pg. Die hergestellten Hybridisierungssonden wurden bis zu ihrem Gebrauch
bei —20 °C tiefgefroren.

B.5.5.2 Hybridisierungsbedingungen

Alle Hybridisierungen wurden mit 5 x SSC (20 x SSC: 3 mol/l NaCl,; 0,3 mol/l Nas; pH
7,0), 5 x Denhardt’s Lésung (100 x Denhardt’s Losung: 2 % BSA [w/v]; 2 % Ficoll " 400
[w/v]; 2 % PVP [w/v]) und 0,1 % (v/v) SDS (10 % SDS-Stammlosung [w/v]) durchge-
fiihrt. Alle Losungen wurden mit deionisierten Wasser angesetzt und wurden weder au-
toklaviert, noch sterilfiltriert. Die 100 x Denhardt’s Stammlosung wurde bei —20 °C gela-
gert.

1-2 Stunden vor dem Hybridisierungsverfahren wurde der Hybridisierungsofen auf die ge-
wihlte Temperatur vorgeheizt. Anschliefend wurden 50 ml der oben genannten Lésung in
ein Schott-Hybridisierungsgefdl gegeben und ca. 1 Stunde im Hybridisierungsofen er-
warmt. Zwischenzeitlich wurde aliquotiertes geschertes Heringssperma aufgetaut und
durch 15miniitige Erhitzung auf 95 °C denaturiert und 1 min auf Eis abgekiihlt. Nachdem
die Hybridisierungslosung die entsprechende Temperatur erreicht hatte, wurde die zu
hybridisierende Nylonmembran in das Hybridisierungsgefall gegeben und 50 ul des dena-
turierten Heringsspermas (100 mg/ml; ~100 pg/ml final) hinzupipettiert.

Nach 2-4 Stunden Priahybridisierung wurde die entsprechende Hybridisierungssonde (siche
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B.5.5.1) auf die gleiche Weise wie das Heringssperma denaturiert und hinzugegeben. Die
Hybridisierung erfolgte meist iiber Nacht, mindestens jedoch 16 Stunden. Nach der Hybri-
dierung wurde mit 2 x SSC, 0,1 % SDS fiir 30 min bei Hybridisierungstemperatur gewa-
schen, und 2 mal mit 1 x SSC, 0,1 % SDS fiir 20 min bei Hybridisierungstemperatur. Zwi-
schen den einzelnen Waschschritten wurde mit einem Zahlrohr die Radioaktivitét des Blots
gemessen, wobei strengstens darauf geachtet wurde, dass die Membran feucht blieb. Bei
nur leicht erhohter Strahlung gegeniiber dem Hintergrund wurde auf weiteres Waschen
verzichtet. Bei stark erhohter Strahlung wurde bei 3 °C unterhalb der Hybridisierungstem-
peratur liegender Temperatur mit 0,1 x SSC, 0,1 % SDS jeweils 10 min gewaschen und an-
schlieBend erneut die Radioaktivitit des Blots bestimmt. Dieser Waschschritt wurde so-
lange wiederholt bis nur noch eine leicht erh6hte Radioaktivitit der Membran zu messen
war. Die Membran wurde auf einem Whatmanpapier abgetupft, noch feucht in eine un-
durchlédssige Spezialfolie eingeschlagen und auf einer Photoplatte exponiert (siche

B.5.5.3).

B.5.5.3 PC gestiitzte Auswertung von Autoradiogrammen

Zur Erstellung von Autoradiogrammen wurden die speziellen Photoplatten BAS-MS 2040
von der Firma Fuji Photo Film verwendet und durch einen Fuji BAS 1000 Bio-Imaging
Analyser (Fuji Photo Film GmbH, Nakanuma, Japan) in einen Personalcomputer eingele-
sen. Die Analyse erfolgte durch das Programm TINA 2,09 (Raytest, Straubenhardt,
Deutschland)
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B.5.6 PCR-Techniken und reverse Transkription

B.5.6.1 Synthetische Oligonukleotide

Die fiir diese Arbeit verwendeten synthetischen Oligonukleotide wurden von den Firmen
MWG (Ebersberg) und Metabiom (Martinsried) bezogen. PCR-Primer fiir die subtraktive
Hybridisierung (siehe B.5.7) und fiir die verschiedenen RACE-Techniken (siche B.5.8) ge-
horten zum Lieferumfang der erworbenen Reaktionssysteme. Alle verwendeten Primer

sind im Anhang G.1 aufgefiihrt.

B.5.6.2 Reverse Transkription

Reverse Transkription wurde mit Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase
(M-MLV RT) SupersScript™ II RNase H (Gibco/BRL, Eggenstein) und mit Avian My-
eloblastosis Virus Reverse Transkriptase (AMV RT, Boehringer, Mannheim) durchgefiihrt.
Aufgrund der fehlenden RNase H Aktivitét ist die M-MLV RT besonders zur Trankription
von langen RNA-Molekiilen geeignet, wihrend die AMV RT durch ihre grofere Hitzesta-
bilitdt gekennzeichnet ist und daher vor allem fiir die Transkription von RNA-Molekiilen,
die reich an Sekundirstrukturen sind, verwendet wurde. Soweit nicht anders erwidhnt wur-
den 1-5 pg Gesamt-RNA, oder bis zu 500 ng mRNA pro Ansatz verwendet. Die Reverse
Transkription erfolgte nach Angaben des Herstellers des jeweilig verwendeten Enzyms.
Zusitzlich wurde bei einigen RT-Ansdtzen RNase Inhibitor (Promega, Mannheim) zuge-
geben. Bei unspezifischer cDNA-Synthese wurden Oligo(dT) Primer verwendet (T33VN, V
=Wobble aus G, A, C; N = Wobble aus G, A, T, C). Bei spezifischer cDNA-Synthese, wie
sie bei der subtraktiven Hybridisierung von differentiellen cDNA-Populationen (siche
B.5.7) und bei den verschiedenen RACE Techniken (siche B.5.8) erforderlich war, wurden
genspezifische Primer verwendet. Beim 3'RACE (siehe B.5.8.3) und bei PCR mit CYP-
spezifischen Primern (sieche B.5.6.4) erfolgte die cDNA-Synthese mit Hilfe eines modifi-
zierten Oligo(dT)-Primers (adapter primer, AP), der neben einem dT;7-Anteil, welcher sich
an das polyadenylierte 3’Ende der mRNA anlagert, {iber einen iiberhdngenden 20 Nukleo-
tid groBen Adapteranteil verfiigt, der fiir die nachfolgende PCR von Bedeutung ist.

Bei dem ,, Titan™ One Tube RT-PCR Sytem* der Firma Boehringer (Mannheim) erfolgte
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die Reverse Transkription und die nachfolgende PCR-Amplifikation in einem
Reaktionsansatz. In dem dafiir verwendeten Enzymmix war neben einer M-MLV RT (mit
RNase H Aktivitit) und einer AMV RT eine thermostabile DNA-Polymerase aus Thermus
thermophilus enthalten, die iiber eine intrinsische RT Aktivitit verfiigt und dadurch eine
hocheffiziente Transkription von RNA-Molekiilen bis 1000 Basenpaaren bei Temperaturen
um 75 °C ermdglichte. Fiir die PCR-Amplifikation war neben der erwdhnten thermostabi-
len Polymerase aus 7. thermophilus, der Expand™ High Fidelity Enzymmix im One Tube
RT-PCR Ansatz enthalten (siche B.5.6.3). Das verhéltnismiBig teuere Reaktionssystem
wurde aus den Einzelkomponenten von verschiedenen Herstellern selbst hergestellt, wobei
alle enthaltenen Enzyme bzw. Enzymgemische im gleichen Mengenverhiltnis eingesetzt
wurden. Bei routineméfBiger Anwendung konnten zwischen dem erworbenen und dem

selbst hergestellten Reaktionssystem keinerlei Unterschiede festgestellt werden.

B.5.6.3 Standard-, Gradienten- und One-Tube RT-PCR

Die Polymerasenkettenreaktion wurde mit den Standardthermozyklern Autogene II (Grant,
Cambridge, England), MWG-Primus (MWG, Ebersberg) und dem Gradiententhermozykler
Hybaid Express (Hybaid, USA) durchgefiihrt. Die in Tabelle 8 dargestellten thermostabi-
len Polymerasen wurden unter variierenden Bedingungen nach Angaben der Hersteller

verwendet.

Tab. 8: Bezugsquellen und wichtigste Parameter der verwendeten thermostabilen DNA-Polymerasen.

Polymerase T/A-Klonierung® | Proof-Reading” Hersteller
ThermoZyme™ (+/-) + Invitrogen, Niederlande
Expand™ High fidelity PCR +/-) + Bocehringer, Mannheim
AGSGold™ + - Hybaid, USA
Replitherme™ + - Epicentre, USA

Taq DNA Polymerase + - Promega, Mannheim
Tth DNA Polymerase + - Promega, Mannheim

a) Durch Anlagerung iiberhdngender Deoxyadenosine Klonierung in speziellen PCR-Klonierungsvektoren
moglich ( siehe B.5.9.1) b) Polymerasen mit 3’— 5’ Exonukleaseaktivitit.
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Bei den beiden zuerst aufgefiihrten Produkten handelt es sich um Kombinationen aus je-
weils einer Polymerase mit 3’— 5’ Exonukleasaktivitdt und einer Polymerase ohne diese
Aktivitdt, die unspezifisch Deoxyadenosine an die Amplifikate anhdngt. Diese Enzym-
kombinationen wurden vornehmlich fiir Klonierung von ,,full-length® ¢cDNA-Klonen in
Expressionsvektoren verwendet.

Die reverse Transkription (RT) und die nachfolgende PCR wurden bei der RT-PCR entwe-
der in einem einzigen Versuchsansatz mit dem ,,Titan™ One Tube RT-PCR Sytem*
durchgefiihrt oder nacheinander in zwei separaten Ansétzen (siche auch vorheriges Kapitel

B.5.6.2).

B.5.6.4 PCR mit CYP-spezifischen Primern

Zur Klonierung von F3’H- und F3’,5’H-cDNA Klonen durch PCR wurden P450 spezifi-
sche Primer eingesetzt, die sich von der hochst konservierten Doméne D ableiten, welche
die Himbindungsregion darstellt (siche A.3.1). Die erstellten Primer wurden in sense Ori-
entierung (Downstream Primer) zusammen mit einem in antisense orientierten unspezifi-
schen Amplifikationsprimer AUAP (Upstream Primer) eingesetzt. Bei dem unspezifischen
Amplifikationsprimer AUAP handelt es sich um die {iberhdngende Anchor-Region des bei
der cDNA Synthese eingesetzten modifizierten Oligo(dT)-Primers (siche B.5.6.2). Die
Verwendung dieses Amplifikationsprimers statt eines einfachen Oligo(dT)-Primers bei der
PCR ermoglichte hohere Annealing-Temperaturen und somit eine hohere Spezifitdt. Die
Sequenz des modifizierten Oligo(dT)-Primers und des Amplifikationsprimer AUAP sind
im Anhang G.1 dargestellt.
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B.5.7 Subtraktive Hybridisierung zweier differentieller cDNA-Populatio-

nen

Die zur Verfiigung stehenden chemogenetisch definierten Linien von M. incana (siche
B.2.2), die beziiglich sieben die Flavonoidbiosynthese beeinflussenden Genen eindeutig
charakterisiert sind, wurden fiir die subtraktive Hybridisierung von zwei differentiellen
cDNA-Populationen verwendet. Von den 16 verwendeten Linien besitzen die Linien 01-08
eine F3’H-Aktivitit in den Petalen (plus Linien), die Linien 09-16 keine (minus Linien).
Die Linien ohne F3’H-Aktivitéit sind durch jahrzehntelange Ziichtung aus den Linien mit
F3’H-Aktivitdt hervorgegangen und unterscheiden sich in Beziehung auf die untersuchten
Gene nur durch das Fehlen der F3 H-Aktivitdt. Somit ist Linie 01, was die verbleibenden
06 Gene angeht, isogen mit der Linie 09, Linie 02 isogen mit Linie 10, usw.. Durch lang-
jéhrige Selektion des Phanotyps der Bliitenfarbung iiber die sieben untersuchten Gene hin-
aus, entwickelte sich hinsichtlich der Bliitenfarbung ein weitgehend isogener Hintergrund
zwischen den jeweiligen Tochter- und Mutterpflanzen. Diese weitgehende Isogenitit
wurde dazu verwendet, mRNA- bzw. die entsprechenden cDNA-Populationen, von Pflan-
zen mit einer F3’H-Aktivitdt subtraktiv mit den cDNA-Populationen von Pflanzen ohne
F3 H-Aktivitdt zu hybridisieren. Ziel dieser subtraktiven Hybridisierung war es, durch se-
lektive PCR-Amplifikation von differentiellen cDNA-Klonen, einen cDNA-Klon, der die
F3’H codiert, zu isolieren. Zu diesem Zweck wurde das Clontech ,,PCR-Select™ cDNA
Subtraction Kit* verwendet (Clontech, Heidelberg, Deutschland).

Die subtraktive Hybridisierung wurde in drei verschiedenen Ansédtzen wiederholt. Im ers-
ten Ansatz wurde die cDNA aus mRNA aller 8 plus Linien mit einem unspezifischen
Oligo(dT)-Primer synthetisiert und mit der auf die gleiche Art synthetisierten cDNA aller 8
minus Linien subtraktiv hybridisiert.

Beim zweiten Ansatz wurde fiir die cDNA-Synthese ebenfalls mRNA von allen plus und
minus Linien verwendet, jedoch erfolgte die cDNA-Synthese mit zwei Cytochrom P450
spezifischen Primern, so dass hauptsidchlich Cytochrom P450 spezifische cDNA syntheti-
siert wurde. Bei diesen Primern handelt es sich um die Primer CypA invers und CypB in-
vers, die entsprechend zweier hoch konservierter Bereiche pflanzlicher Cytochrom P450-
Proteine bzw. P450-Gene in ,,antisense” Orientierung konstruiert wurden (Akashi et al.,
1996). Dabei wurde ein Proteinalignment von 4 pflanzlichen Cytochrom P450 Proteinen

zugrundegelegt (Abb. 14).
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Primer CypA invers wurde anhand der konservierten Domédne C mit bislang noch unbe-
kannter Funktion hergestellt, Primer CypB invers anhand der in pflanzlichen P450 Protei-
nen am hochsten konservierte Domine D, welche die Himbindungsregion darstellt (siche
A.3.1). In den Positionen der entsprechenden Nukleotidsequenzen, wo bei allen Genen
eine unterschiedliche Base auftrat, wurden Deoxyinosine als Basenanaloga verwendet,
welche mit allen 4 Basen in etwa gleichstarke Bindungen eingehen. In Positionen, wo zwei
oder drei verschiedene Basen auftraten, wurden ,,Wobbles* verwendet (Abb. 14b).

Bei den zugrunde gelegten Cytochrom P450-Enzymen handelte es sich um CYP71Al
(Persea americana), CYPT72A1 (Catharanthus roseus), CYP73A3 (Medicago sativa) und
CYP75A3 (Petunia hybrida). Die Funktion von CYP71A1 und -72A1 sind bislang nicht
bekannt, bei CYP73A3 handelt es sich um einen ¢cDNA-Klon, der eine Zimtsiure 4-
Hydroxylase (C4H) codiert, CYP75A3 codiert eine Flavonoid 3’,5’-Hydroxylase
(F3°,5’H). Beim dritten Ansatz erfolgte die cDNA-Synthese ebenfalls durch CypA und -B
invers, jedoch wurde nur von der Plus-Linie 04 cDNA synthetisiert und mit cDNA von
allen 8 Minus-Linien subtraktiv hybridisiert.

A)

* * * * * * * * *
CYP71A1 [EEFLPERF VN— NS- VDFKGQDFQLI [PFGAGRR|GIC PG
CYP72A1 M . N. M . | DG VANATKNNVTY--L | . SWP. Vi L.
CYP73A3|..R ... |LEE-E.H EAN.N. .RYL| .. V..
CYP75A3|L. .N.... |LSGR .KI.PR N..E.. | ...... A

— —

CypA CypB

i nvers i nvers
B)
CYPA AA(CT) CT(CT) (AT) (CT) I GG 11 (AG (AT) Al (GT) (CT)
i nvers
CYPB C(GN) 1 (GO (GN) I Ca 111 C(CT) (AG AAl G(GO) | A(AGT)
i nvers

Abb. 14: Konstruktion von Reverse Transkriptase Primern fiir die cDNA-Synthese zweier differentieller
mRNA-Populationen. a) Proteinalignment von CYP71A1, CYP72A1, CYP73A3 und CYP75A3. * = absolut
konservierte Aminosiurereste, . = Ubereinstimmung mit der obersten Aminosiuresequenz von CYP71Al.
Das Ham bindende Cystein ist mit gestrichelten Rahmen gekennzeichnet. b) Nukleotidsequenz der antisense
RT Primer CypA und CypB (I = Deoxyinosin).
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Nach der Synthese von doppelstrangiger cDNA wurden die beiden cDNA-Populationen
mit RSAI verdaut. AnschlieBend teilte man die plus cDNA-Population (Tester Populatio-
nen) in zwei gleichgroe Ansédtze auf und ligierte an die stumpfen Enden der verdauten
cDNA jeweils die Adapter 1 und 2r (siche Anhang G.1). Adapter 1 bestand aus 44 Bp,
Adapter 2r aus 40 Bp. Die dufleren 22 Basen beider Adapter besallen die gleiche Sequenz,
wihrend sich die inneren Bereiche, bestehend aus 22 bzw. 20 Bp, voneinander unterschie-
den (Abb.15). Die minus cDNA-Population (Driver-Population) wurde nicht mit einem
Adapter ligiert.

Nach der Adapterligation erfolgte die erste Hybridisierung. Dabei wurden die separaten
Testerpopulationen mit ihren unterschiedlichen Adaptern hitzedenaturiert und jeweils mit
einem 30igfachen Uberschuss von hitzedenaturierter cDNA der minus Linien (Driver-Po-
pulation) fiir 8 Stunden bei 68 °C inkubiert. Innerhalb dieser 8 Stunden sollte unter den ge-
gebenen Bedingungen (Temperatur, Zusammensetzung des Reaktionspuffer) nur eine un-
vollstindige Renaturierung komplementérer Schwesterstrange erfolgen und daher neben
doppelstringiger cDNA auch Einzelstringe auftreten. Durch den Uberschuss an eingesetz-
ter minus cDNA konnte man davon ausgehen, dass viele Einzelstringe der plus cDNA (a)
mit den komplementidren Einzelstraingen der minus cDNA Hybridmolekiile bildeten (c),
wobei nur der Strang der plus cDNA {iber einen anligierten Adapter verfiigte. Neben die-
sen Hybridmolekiilen sollten aufgrund der hohen Konzentration am héufigsten renaturierte
doppelstrangige cDNA der minus Population auftreten (d2). In Folge der geringen Kon-
zentration seltener renaturierte doppelstrangige cDNA der plus Population (b). AuBerdem
traten von beiden Populationen Einzelstrange auf (a und d1).

Nach der achtstiindigen Inkubation erfolgte die zweite Hybridisierung, in der die bei 68 °C
inkubierten Ansitze unter Zugabe eines Uberschusses an hitzedenaturierter minus cDNA
vereinigt wurden. Besonders wichtig war dabei, dass der entstandene Gesamtansatz nicht
zu sehr abkiihlte und sofort wieder bei 68 °C inkubiert wurde, damit die Renaturierung der
DNA-Molekiile nicht durch sinkende Temperatur beschleunigt wurde. Bei der tiber Nacht
dauernden Inkubation bei 68 °C sollte sich nun die entscheidende Sorte von DNA-Hyb-
ridmolekiilen bilden. Dabei renaturierten bei der ersten Hybridisierung einzelstringig ge-
bliebene plus cDNA-Molekiile eines Hybridisierungsansatzes (a) mit komplementiren ein-
zelstrangigen cDNA-Molekiilen des anderen Ansatzes (a”). Die komplementédren Schwes-
terstringe der so entstandenen Hybridmolekiile (e) trugen somit unterschiedliche Adapter

an ihren 5’-Enden.
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Am Ende der zweiten Hybridisierung wurden der 12 pl Gesamtansatz mit 200 pl Puffer
verdiinnt. Von diesem verdiinnten Ansatz wurden unterschiedliche Mengen unter verschie-
denen Bedingungen durch PCR amplifiziert. Dabei wurde nur ein einziger Primer verwen-
det (PCR primer 1), dessen Sequenz gleich dem &ulleren, 22 Bp umfassenden, Bereich der
anligierten Adapter 1 und 2r war (siche Anhang G.1). Vor der eigentlichen PCR-Amplifi-
kation musste der PCR-Ansatz fiir 5 min bei 75 °C vorinkubiert werden, damit die kom-
plementdren Stringe der einstrdngigen Adapter an beiden Enden der entstandenen dop-
pelstrangigen DNA-Molekiile aufgefiillt werden konnten.

Bei der eigentlichen PCR-Amplifikation sollte es bei der Denaturierung der doppelstringi-
gen DNA-Molekiile zu einer PCR-Suppression kommen, die durch das Zusammenfalten
der einzelstrangigen Molekiile verursacht wurde und es den PCR Primern dadurch nicht
mehr ermoglichte, sich anzulagern. Diese Sandwichstruktur wurde dabei durch intramole-
kulare Anlagerung der Adapter bzw. der entsprechenden komplementiren Enden der ein-
zelstringigen DNA-Molekiile verursacht (b und b”). In den Hybridmolekiilen, die iiber
unterschiedliche Adapter verfiigten (e), sollte die Auspragung der Sandwichstruktur gerin-
ger ausgeprigt sein als in den Molekiilen mit gleichen Adaptern (b), da nur die dufleren
gleich aufgebauten Bereiche der Adapter daran beteiligt waren. Im Vergleich zu der Anla-
gerung der kleinen und sehr beweglichen Primer sollte daher in diesem Fall die PCR-Sup-
pression nur schwach ausgepragt sein. Im Falle von Molekiilen mit gleichen Adaptern,
bzw. nach dem Auffiillen der Enden mit komplementiren Enden der Einzelstrangenden
iber die gesamte Adapterlidnge, sollte es hingegen zu einer nahezu kompletten PCR-Sup-
pression kommen (b und b"). DNA-Molekiile ohne Adapter (d), oder zum Zeitpunkt des
Auffiillens der komplementdren Enden noch einzelstringig vorliegende Molekiile (a),
wurden tiiberhaupt nicht amplifiziert. Doppelstringige Molekiile, bei denen nur ein
Schwesterstrang iiber einen Adapter verfiigte, wurden nach dem komplementiaren Auffiil-
len dieses Adapters lediglich linear amplifiziert (c¢).

Die primdren PCR-Ansdtze wurden 1 : 10 verdiinnt und durch eine zweite PCR mit
,hested*“ Primern erneut amplifiziert, um die differentiell exprimierten cDNA Klone weiter
anzureichern. Die verwendeten Primer Nested PCR primer 1 und Nested PCR primer 2r
entsprechen in ihrer Nukleotidsequenz den inneren Bereichen (22 bzw. 20 Bp) der entspre-
chenden Adapter (siche Anhang G.1).

Nach der PCR wurden die Amplifikate in geeignete PCR-Klonierungsvektoren kloniert

und anschlieBend durch Dotblot -, Northernblot- und Sequenzanalyse verifiziert.
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Tester mit Adapter 1 Driver ohne Adapter Tester mit Adapter 2r
M. incana M. incana M. incana
Linien 1-8 mit F3 'H-Aktivitit Linien 1-8 ohne F3 'H-Aktivitit Linien 1-8 mit F3 'H-Aktivitdt
Hl eee— ] D e——
I | | |
Erste Hybridisierung unter Zugabe
von denaturiertem Driver
a il ess— D ——
b H  e— D e——
I | s B
¢ N eeessss—— D ee—
— —
1 e—— I
d —— —
2_ —

¢Zweite Hybridisierung, unter Zugabe von frisch denat.
Driver werden die beiden Tester-Ansitze vereinigt

a,b,c,d +e¢ I ——
|
Auffiillen der kohdsiven Enden durch Sminiitige
Inkubation mit Taq Polymerase bei 75 °C
a i — T ——
b HN e T T e——
N eeeeesss— T I e——
¢ N aaaaaa— T ——
Hl eeea—— D
1 e—
d
|
2_
¢ N e— U
N —— R

Zugabe von Primern und Amplifikation
durch PCR

a,d Keine Amplifikation

= > b—» b" Keine Amplifikation

¢ Lineare Amplifikation

g

M NI kN

3 5
Abb. 15: Schematische Darstellung der subtraktiven Hybridisierung zweier differentieller cDNA-Populatio-
nen.

e Exponentielle Amplifikation
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Aus der Kombination der beiden Hybridisierungsschritte sollten auf diese Weise nur
adapterligierte plus cDNA-Molekiile, die in der ersten Hybridisierung einzelstringig blie-
ben und in der zweiten Hybridisierung mit ebenfalls einzelstrangigen plus cDNA-Molekii-
len doppelstrangige Hybridmolekiile mit unterschiedlichen Adaptern an den 5’-Enden bil-
deten, exponential amplifiziert werden. Die erste Hybridisierung diente dabei zur Anrei-
cherung seltener Transkripte, die aufgrund ihrer geringen Konzentration im ersten Hybridi-
sierungsansatz langsamer renaturierten als hdufig vorkommende Transkripte und daher
anteilig langer einzelstringig blieben. Bei der zweiten Hybridisierung sollten dann nur
diese einzelstriangig verbliebenen Molekiile aus den zwei Hybridisierungsansétzen im ver-
einigten Ansatz die Hybridmolekiile mit unterschiedlichen Adaptern bilden und als einzige
exponentiell amplifiziert werden. Durch zwei, statt nur einem Hybridisierungsschritt sollte
es daher nicht nur méglich sein, differentiell exprimierte cDNA Klone zu isolieren, son-
dern dabei auch seltene Transkripte zu beriicksichtigen. Die exakte Durchfiihrung der sub-
traktiven Hybridisierung erfolgte weitgehend nach den Angaben des Herstellers. Das Ma-
nual kann unter http://www.clontech.com/techinfo/manuals/PDF/PT11171.pdf bezogen

werden.
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B.5.8 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

Zur Erzeugung von ,full-length® cDNA aus cDNA-Fragmenten wurde eine schnelle
Amplifikation von cDNA-Enden durchgefiihrt (Rapid Amplification of cDNA Ends,
RACE). Dabei handelt es sich um eine spezielle RT-PCR-Technik, bei der mit Hilfe von
genspezifischen Primern, die anhand der bereits bekannten Sequenz konstruiert wurden,
die fehlenden 5’-und 3’-Enden des Fragmentes durch PCR amplifiziert werden. Je nach-
dem, ob das 5’- oder das 3’-Ende gesucht wird, unterscheidet man zwischen dem 5’- und

dem 3’-RACE.

B.5.8.1 5’-RACE mit A- und C-Tailing

Das 5’-RACE mit A- und C-Tuailing erfolgte nach modifizierten Protokollen von Frohmann
et al. (1988, 1993) mit Hilfe des ,,5’-RACE System for Rapid Amplification of cDNA,
Version 2.0 der Firma GIBCO BRL (Eggenstein). Die cDNA-Synthese wurde mit Hilfe
eines genspezifischen Primers (GSP 1) durchgefiihrt (siche auch B.5.6.2). Nach erfolgter
cDNA-Synthese wurde die RNA durch einen RNAse-Enzymmix verdaut und der Ansatz
danach durch das mitgelieferte ,,GlassMax* Reinigungssystem gereinigt. Dabei handelt es
sich um Affinititschromatographie, die dazu dient, alle Nukleinsduren (inklusive Primer),
die kleiner als 200 Bp sind, aus dem Ansatz zu entfernen. Um sicher zu gehen, dass die
synthetisierte cDNA von der Silicamatrix ausreichend stark gebunden wird, sollte man da-
her die Position des cDNA-Synthese-Primer so wéhlen, dass ein mindestens 300 Nukleo-
tide groes cDNA-Molekiil synthetisiert wird. Nach der Reinigung wurden durch die
terminale Transferase dATPs oder dCTPs an das 3’-Ende der cDNA angehéngt. In der Re-
gel erzeugt die terminale Transferase langere Oligo(dA)-, als Oligo(dC)-Enden (Kato et al.,
1967), was sich bei der nachfolgenden PCR nachteilig auswirken kann. Daher sollte im
Regelfall das C-Tailing dem A-Tailing vorgezogen werden. Nach dem Tailing erfolgte die
erste PCR mit einem zweiten, weiter innen liegenden, genspezifischen Primer (GSP 2) und
mit einem Primer, der sich an das Oligo(dA)- oder an das Oligo(dC)-Ende anlagerte. Im
Falle des A-Tailings war dies der ,,Adapterprimer* (AP), der auch beim 3’-RACE verwen-
det wurde (siche B.5.8.3). Dieser Primer besitzt ein dT;7-Ende, das sich an das Oligo(dA)-
Ende anlagert und einen iiber- bzw. abstehenden 20 Bp groflen Adapteranteil (siche G.1).
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Im Falle des C-Tailings war dies der ,,Abrigded Anchor Primer* (AAP). Das an das
Oligo(dC)-Ende der cDNA bindende Ende dieses Primers besteht aus 16 Nukleotiden mit
10 Deoxyguanidinen und 6 Deoxyinosinen (siche Anhang G.1). Die Verwendung von De-
oxyinosinen liegt darin begriindet, dass ein ausschlieBlich aus Deoxyguanidinen bestehen-
der Bindungsbereich gegeniiber dem, bei der ersten PCR aulerdem verwendeten zweiten
genspezifischen Primer (GSP 2), eine wesentlich hohere Schmelztemperatur besitzen
wiirde und daher seine Verwendung vermehrt zu unspezifischen Amplifikationen fiihren
konnte. Auller der bindenden Region besitzt AAP den gleichen 20 Basenpaar grof3en
Adapteranteil wie AP.

Nach der ersten PCR erfolgte mit dem 1:100 verdiinnten Ansatz eine zweite PCR (,,nested*
PCR), die bei verschiedenen Annealing-Temperaturen im Gradiententhermozykler durch-
gefiihrt wurde (siehe B.5.6.3). Dabei wurde ein dritter, am weitesten innen liegender,
genspezifischer Primer (GSP 3) und der ,,Abrigde Universal Anchor Primer* (AUAP)
verwendet. Die Nukleotidsequenz von AUAP entspricht der des Adapteranteils von AAP
und AP. Zum Teil waren weitere PCRs mit immer weiter innen liegenden genspezifischen
Primern und AUAP notwendig, da das zu erwartende Amplifikat nicht deutlich genug zu
erkennen war. Alle weiteren PCRs wurden im Gradiententhermozykler bei verschiedenen
Annealing-Temperaturen durchgefiihrt.

Nach jeder PCR wurde der Ansatz durch Agarosegelelektrophorese analysiert. Abhingig
davon wie viele unspezifische Amplifikate neben dem vermuteten Fragment auftraten,
wurde der PCR-Ansatz direkt oder erst nach Aufreinigung in einen geeigneten PCR-Klo-
nierungsvektor einkloniert (siche B.5.9.1). Auch zwischen den beiden PCR-Ansitzen

wurde zum Teil dieser Aufreinigungsschritt durchgefiihrt.

B.5.8.2 RLM-RACE

Das RLM-RACE wurde mit dem ,,GeneRacer™ Kit*“ der Firma Invitrogen (Groningen,
Niederlande) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Unter RLM-RACE (RNA Li-
gase-Mediated Rapid Amplification of 5’ and 3’cDNA ends) versteht man eine RACE-
Technik, die sich grundliegend von den ,,normalen” RACE-Techniken unterscheidet. Hier
findet die notwendige Modifikation durch Tailing oder Adapterligation nicht nach der

cDNA-Synthese statt, sondern zuvor durch eine Modifikation der eingesetzten mRNA.
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Dabei fiihrt die Tatsache, dass mRNA-Molekiile mit einem vollstindigen und undegradier-
ten 5’-Ende eine 7-Methylguanosingruppe besitzen dazu, dass ausschlieBlich ,,full-length*
mRNA bzw. daraus synthetisierte cDNA im weiteren Verlauf amplifiziert werden. Die 7-
Methylguanosingruppe wird im Verlauf der posttranskriptionalen Modifikation eukaryon-
tischer mRNA (Processing) iiber eine Triphosphatbriicke an das 5’-Ende angehéngt (Cap-
ping). Neben der Funktion einer Signalstruktur beim ,,Einfideln* der mRNA in die Ribo-
somen wird vermutet, dass die 7-Methylguanosingruppe die mRNA vor der Degradierung
durch Exonukleasen schiitzt.

Beim RLM-RACE wird die eingesetzte mRNA zunédchst mit einer aus der Darmschleim-
haut von Kilbern gewonnenen alkalischen Phosphatase (calf intestinal phosphatase, CIP)
behandelt. Dieses Enzym entfernt frei zugéingliche Phosphatgruppen am 5°-Ende von
Nukleinsduren. Da die 7-Methylguanosingruppe das 5’-Ende vor Dephosphorylierung
schiitzt, werden nur 5’-Enden von bereits degradierter mRNA dephosphoryliert. Nach dem
Entfernen der CIP durch Phenol-Chloroform-Extraktion werden die 7-Methylguano-
singruppen durch die Tabaksdure-Pyrophosphatase (Tobacco Acid Pyrophosphatase, TAP)
entfernt und es verbleiben frei zugéngliche Monophosphatgruppen an den 5’-Enden der
mRNA zuriick. An diese Phosphatgruppen wird mit Hilfe der T4-RNA-Ligase ein 44
Nukleotide groBer RNA-Adapter anligiert. Da die T4-RNA-Ligase nur 5’-Enden mit einer
Monophosphatgruppe mit der Hydroxylgruppe des RNA-Adapters verbinden kann, werden
nur ,.full-length® mRNA mit einem Adapter versehen. Nach der Adapterligation erfolgt
eine cDNA-Synthese durch einen genspezifischen Primer (GSP 1). Anschlielend wird die
cDNA mit einem weiteren genspezifischen Primer (GSP 2) und einem 23 Nukleotid gro-
en Primer, dessen Sequenz homolog zu der Sequenz der duBeren 23 Nukleotide des RNA-
Adapters ist, durch PCR amplifiziert. In den meisten Féllen war schon nach der ersten PCR
ein deutliches Amplifikat mit der zu erwartenden Grofle zu erkennen und konnte ohne
weitere Aufreinigung in geeignete PCR-Klonierungsvektoren einkloniert werden (siche
B.5.9.1). Selten war eine zweite PCR mit ,,nested* Primern notwendig, die mit verschiede-
nen Annealing-Temperaturen im Gradiententhermozykler durchgefiihrt wurde (siehe

B.5.6.3). Eine Aufreinigung des PCR Ansatzes war in keinem Fall notwendig.
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B.5.8.3 3’-RACE

Das 3’-RACE stellt ein verhéltnisméBig einfaches Verfahren dar, um fehlende 3’-Enden
von klonierten DNA-Fragmenten durch eine spezielle RT-PCR zu amplifizieren. Beim 3°-
RACE erfolgt die cDNA-Synthese (siehe B.5.8.3) genauso, wie bei der PCR mit CYP-spe-
zifischen Primern (siehe B.5.6.4), mit Hilfe eines modifizierten Oligo(dT)-Primers (adapter
primer, AP). Dieser Primer besitzt ein dT;7-Ende, das sich an das Oligo(dA)-Ende anlagert,
und einen iiber- bzw. abstehenden, 20 Basenpaar groBBen Adapteranteil (siche Anhang
G.1). Das Einfiihren dieses Adapteranteils bei der cDNA-Synthese ermdglicht bei der an-
schlieBenden PCR hoéhere Annealing-Temperaturen und somit eine hohere Spezifitit. Da-
bei wird neben einem genspezifischen Primer, der anhand der bereits bekannten Sequenz
konstruiert wird, ein 20 Nukleotide grofler Primer verwendet, dessen Sequenz dem bei der
cDNA-Synthese eingefiihrten Adapteranteil entspricht. Die errechnete Schmelztemperatur
dieses Primers liegt, je nach verwendetem Algorithmus, zwischen 66 und 79,3 °C, was zu-
sammen mit einem entsprechend konstruierten genspezifischen Primer hohe Annealing-
Temperaturen bei der PCR im Gradiententhermozykler ermdglichte (siehe B.5.6.3). In der
Regel reichte eine PCR aus, um ein deutliches Amplifikat mit der zu erwartenden Grofie zu
erkennen und ohne weitere Aufreinigung des PCR-Ansatzes direkt in geeignete PCR-Klo-

nierungsvektoren einzuklonieren (siche B.5.9.1).

B.5.9 DNA-Klonierungstechniken

B.5.9.1 Klonierung von PCR-Produkten

Die Klonierung von PCR-Produkten erfolgte in speziellen PCR-Klonierungsvektoren, die
linearisiert einzeln {iberhdngende Deoxythymidine bzw. Uridine an ihren 3’-Enden tragen,
nach den Angaben des jeweiligen Herstellers (sieche B.3.3). Abhédngig von der bei der PCR
verwendeten thermostabilen DNA-Polymerase wurde an unterschiedlich groen Anteilen
von PCR-Produkten ein einzelnes iiberhdngendes Deoxyadenosin angehéngt und diese an-

schlieBend leicht in die PCR-Klonierungsvektoren einligiert (siche B.5.6.3).
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Bei ausschlieBlichem Gebrauch von ,,Proof Reading® Polymerasen mit 3’—5’-Exonuklea-
seaktivitit, die mehr als 95 % Amplifikate mit glatten Enden erzeugen, wurde dem Ansatz
nach erfolgter PCR eine Einheit Tag-Polymerase zugegeben und 8-10 min bei 72 °C im
Thermozykler inkubiert. Durch diese Postamplifikation wurden die zur Klonierung beno-
tigten iiberhdngenden Deoxyadenosine an ausreichend vielen Amplifikaten angehéngt.

PCR-Ansitze, die iiberwiegend nur ein Amplifikat mit der erwarteten Grofe enthielten,
konnten ohne weitere Aufreinigung in die PCR-Vektoren kloniert werden. Bei starker
Kontamination mit Primerdimeren oder unspezifischen Amplifikaten unter 150 Basenpaa-
ren, reichte im allgemeinen die Reinigung mit ,,High Pure PCR Product Purification Kit*
(Roche, Schweiz) aus. Bei Kontamination mit Amplifikaten {iber 150 Basenpaaren wurde
das gesuchte Fragment wie unter B.5.9.2 beschrieben aus einem Agarosegel eluiert und an-
schlieend in einen geeigneten PCR-Vektor einligiert. Nach der Ligation wurden die Vek-

toren in E. coli transformiert (siche B.3.4).

B.5.9.2 Subklonierung in vorgeschnittene Plasmide

Zur Herstellung von Transformationskonstrukten zur Transformation von Hefen (siehe
B.4.3.2) oder zur Transformation von Bliitenbldttern mit Hilfe der Partikelkanone (siche
B.5.11) mussten die zuvor in PCR-Klonierungsvektoren klonierten (siche B.5.9.1) cDNA-
Klone in die entsprechenden Vektoren subkloniert werden. Dabei wurden die Gene mit ge-
eigneten Restriktionsenzymen aus dem PCR-Klonierungsvektor ausgeschnitten und in die
Hefeexpressionsvektoren bzw. den ,,Schussvektor®, die mit den gleichen Restriktionsenzy-
men geschnitten worden waren, einkloniert. Zuvor wurden das ausgeschnittene Insert und
der geschnittene Vektor in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und durch
»QIAquick Gel Extraction Kit* oder durch ,,QIAex II Gel Extraction Kit* (Qiagen, Hilden)
aus dem Gel eluiert. AnschlieBend wurden Insert und Vektor mit der T4-DNA-Ligase
(Promega, MBI Fermentas, Roche) in verschiedenen Mengenverhiltnissen und unter unter-
schiedlichen Bedingungen nach Angaben der Hersteller miteinander ligiert und in E. coli
transformiert (siche B.3.4). Die korrekte Orientierung der ORFs in den einzelnen Expressi-
onsvektoren wurde anhand interner Restriktionsschnittstellen des cDNA-Klons und

Schnittstellen im Vektor durch den Endonukleasenverdau tiberpriift.
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B.5.9.3 Priparation von Plasmid-DNA

Die Priparation von Plasmid-DNA erfolgte im MinimaBstab durch das ,,Plasmid Miniprep
Kit - Quantum Prep®™ (Biorad, USA), im Midi- und MaximaBstab mit dem ,,Plasmid Puri-
fication Midi-* bzw. ,,Maxi-Prep* (Qiagen, Hilden).

B.5.10 DNA-Sequenzierung

Zu Beginn dieser Arbeit wurde DNA-Sequenzierung nach der Kettenabbruch- oder Dide-
eoxy-Methode (Sanger et al., 1977) mit radioaktivem [a>°S] dATP durchgefiihrt. Dabei
wurde das Sequenzier-Kit ,,Sequenase® Version 2.0“ (Amersham, Braunschweig) verwen-
det. Als Sequenzierprimer dienten die mit den Klonierungsvektoren mitgelieferten Sequen-
zierprimer des jeweiligen Herstellers (sieche B.3.3). Im weiteren Verlauf wurden Sequen-

zierungen von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg, http:/www.mwg-biotech.com/) und

TopLab (Martinsried, http://www.toplab.de/ ) durchgefiihrt.

B.5.11 Transformation von Bliitenblittern mit der Partikelkanone

Drei in dieser Arbeit klonierte Gene sollten mit Hilfe einer Partikelkanone in Bliitenkron-
blitter von Petunia hybrida transformiert werden. Dabei wurden verschiedene Bliitensta-
dien der Linie RI01 verwendet. Diese nahezu farblose, blass rosa gefarbte Mutante tragt
die homozygot rezessiven Allele 4t1 und /f1 und besitzt daher keine F3’- und F3’,5’-H-
Aktivitdt. Aus diesem Grund kommt in den Bliitenbléttern dieser Linie nur das 4’-hydroxy-
lierte Dihydrokaempferol vor. Da die Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR) in P. hybrida
nur Flavonole akzeptiert, die am B-Ring 3°,4’-(Dihydroquercitin) oder 3’,4°,5’-hydroxy-
liert (Dihydromyricetin) sind, unterbleibt in dieser Linie die Anthocyansynthese (Meyer et
al., 1987). Durch die Transformation von Sepalen mit cDNA-Klonen, welche die F3’-
und/oder die F3°,5’H codieren, sollte es daher moglich sein, die entsprechenden hydroxy-

lierten Flavonole zu erzeugen und dadurch eine Anthocyansynthese zu ermoglichen.
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Die Transformation der Bliitenkronblétter von P. hybrida wurde in Zusammenarbeit und
unter der Leitung von Dirk Borstling, Mitarbeiter des Lehrstuhls, durchgefiihrt.

Dabei wurden die drei zu transformierenden Gene zunéchst in den Vektor pGun einkloniert
(siehe B.3.3), der einen doppelten 35S-Promotor aus dem Blumenkohlmosaikvirus vor der
multiplen ,,cloning site* besitzt. Zu diesem Zweck wurde der offene Leserahmen der drei
Gene durch RT-PCR amplifiziert und in den geschnittenen Vektor einkloniert (siche
B.5.9.2). AnschlieBend wurden diese Konstrukte auf Goldpartikel aufgelagert und mit
Hilfe der Partikelkanone Biolistic® PDS-1000/He (Biorad, USA) durch einen starken Heli-
umiiberdruck auf die Bliitenbldtter geschleudert. Die Verwendung des Edelgases Helium
zur Erzeugung des Uberdruckes und von Gold als Trigerpartikel liegt in der biologischen
Inertheit dieser Elemente begriindet.

Die Partikelkanone ist im wesentlichen aus drei Kammern aufgebaut. In der oberen, wird
durch den Heliumzufluss aus einer Druckflasche ein starker Uberdruck aufgebaut. Die
mittlere und untere sind durch eine Plexiglastiir frei zugénglich und werden durch ein
Mittelstiick mit integriertem Schraubeinsatz voneinander getrennt.

Die Beschichtung der Goldpartikel mit der DNA erfolgte durch das sogenannte ,,coating®.
Dabei wurden Goldpartikel mit einem Durchmesser von 1 um (Biorad, USA) in Ethanol
oder Glycerin zunichst fein suspendiert. AnschlieBend wurde das zu transformierende
Plasmid zu dem suspendierten Gold zugegeben und unter Zugabe von Spermidin als DNA-
Schutzsubstanz mit CaCl, gefillt. Dabei lagerten sich die DNA-Molekiile an die Goldpar-
tikel an. Die Goldpartikel wurden anschlieend mit verschieden starkem Druck auf die auf
Néhrmedium gebetteten Bliiten geschleudert. Dazu wurde die Gold-DNA-Suspension auf
eine Kunststofftragerscheibe pipettiert und kurz angetrocknet, wobei darauf zu achten war,
dass die Suspension nicht vollkommen austrocknete. Der Plastiktriger wurde dann zu-
sammen mit einem metallenen Riickhaltesieb in den runden Schraubeinsatz gelegt, der die
mittlere von der unteren Kammer trennt. In einen zweiten Schraubeinsatz, der die Uber-
druckkammer von der mittleren Kammer trennt, wurde eine Berstscheibe eingelegt, die bei
Erreichen eines bestimmten Druckes barst. Nach dem Positionieren der Bliitenblétter in der
unteren Kammer wurde dort durch eine Elektrovakuumpumpe ein Unterdruck erzeugt. Ab
einem gewissen Unterdruck wurde die Heliumzufuhr an einer Druckflasche ge6ffnet und
kurz darauf, bei Erreichen eines bestimmten Drucks, platzte die Berstscheibe. Dadurch
wurde der Druck in der mittleren Kammer schlagartig erhoht, die mit den Gold-DNA-Par-

tikel beschichtete Tragerscheibe platzte und die Partikel wurden durch den Schraubeinsatz
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hindurch auf die darunter liegenden Bliiten geschleudert. Das wenige Millimeter unterhalb
der Trégerscheibe befindliche Riickhaltesieb hielt dabei die Triimmer der Trigerscheibe
zuriick und lieB nur die feinen Partikel hindurch. Die genaue Handhabung der Partikelka-
none und eine detaillierte Beschreibung von der Préparation der Gold-DNA-Partikel kon-

nen aus dem Handbuch der Partikelkanone entnommen werden.

B.5.12 Heterologe Genexpression in Hefe

Um die Funktion der Genprodukte der klonierten CYP-cDNA-Klone nachzuweisen wurden
diese heterolog in Hefen exprimiert. Dazu wurden die offenen Leserahmen dieser Klone
mit ,,end-to-end* PCR-Primern durch PCR amplifiziert, in geeignete PCR-Vektoren zwi-
schenkloniert (siche B.5.9.1) und anschlieBend in Hefeexpressionsvektoren subkloniert
(siche B.5.9.2). Mit den transformierten Hefen wurden sowohl in vivo Enzymtests, als auch

in vitro Enzymtests mit isolierten Mikrosomen durchgefiihrt (siche B.6.2).

B.5.13 Allgemeine molekularbiologische Standardmethoden

Alle weiteren nicht ndher beschriebenen molekularbiologischen Standardmethoden er-

folgten nach Sambrook et al. (1989) und Bertram und Gassen (1991).

B.6 Proteinbiochemische Methoden

B.6.1 Priparation von Hefemikrosomen

Unter Mikrosomen versteht man kleine geschlossene Vesikel mit einem Durchmesser von
ca. 100 nm, die bei der Homogenisierung von Zellen bzw. Geweben aus dem endoplasma-
tischen Reticulum entstehen. Je nachdem ob bei der Homogenisierung raues oder glattes
endoplasmatisches Reticulum zerstort wird, unterscheidet man raue und glatte Mikroso-
men. Raue Mikrosomen sind an der Auflenseite mit Ribosomen besetzt, d.h. die Orientie-

rung der Membran bleibt erhalten.
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Die Préparation von Hefemikrosomen erfolgte 14-18 Stunden nach der Galaktoseinduktion
der Hefen (siehe B.4.3) nach einem modifizierten Protokoll von Pompon et al. (1996). Zu-
ndchst wurden die 250 ml Kulturen durch Sminiitige Zentrifugation (2500 g, RT) in
passenden Zentrifugenbehiltnissen geerntet, in 27 ml TEK-Puffer (0,1 M KCI; 50 mM
Tris-HCI, pH 7,4; 1 mM EDTA) resuspendiert und erneut wie zuvor zentrifugiert. Der
Uberstand wurde anschlieBend vorsichtig dekantiert und mit eiskaltem TES-B-Puffer (50
mM Tris, pH 7,4; 1 mM EDTA; 0,6 M Sorbitol; 2 mM DTT) resuspendiert. Alle weiteren
Schritte erfolgten auf Eis. Die Hefesuspension wurde nun in ein dicht verschraubbares 50
ml Kunststoffreaktionsgefd3 (Falcon, Nalgene oder vergleichbares) pipettiert und mit 10 g
sdauregewaschenen Glasperlen (@ 425-600 pm, Sigma) versetzt. AnschlieBend wurden die
Hefen durch heftiges Schiitteln aufgebrochen. Dabei wurde das Gefal3 jeweils 30 Sekunden
heftigst geschiittelt und anschlieBend fiir 30 Sekunden auf Eis abgekiihlt. Dieser Vorgang
wurde zunédchst 20 mal wiederholt, dann erfolgte eine mikroskopische Kontrolle, ob der
GroBteil der Hefezellen aufgeschlossen worden war. Dies war daran zu erkennen, dass die
zuvor runden bzw. ovalen Hefezellen nun unter dem Lichtmikroskop ein kantiges und
eckiges Erscheinungsbild hatten. In der Regel waren die meisten Hefezellen nach
20maligem Schiitteln aufgebrochen, im Zweifelsfall wurde der Vorgang noch 10 mal wie-
derholt. Nach dem Aufschluss wurden dem Ansatz weitere 5 ml TES-B zugegeben und
nach kurzem Anzentrifugieren (bis 800 rpm mit quickstart) der GefiBe der Uberstand ab-
genommen und in ein fiir hohere g-Werte geeignetes Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Der
Ansatz wurde noch drei weitere Male mit jeweils 5 ml TES-B gewaschen und die verei-
nigten Uberstéinde fiir 10 min (18000 g, 4 °C) zentrifugiert, um Zelltriimmer und restliche
Glasperlen zu entfernen. AnschlieBend wurde der Uberstand in einen passenden Messzy-
linder, in dem 940 ul 4 M wiéssrige NaCl-Losung (final =0,15 M) vorgelegt war, iiberfiihrt
und mit TES-B auf 25 ml aufgefiillt. Nach griindlichem Mischen wurde der Ansatz in ein
neues 50 ml Reaktionsgefdll gegossen und 2,5 g PEG 4000 (Fluka) zugegeben. Das PEG
wurde dann mit Hilfe eines Teflonstabes vollstindig geldst, der Ansatz anschlieend fiir 15
min auf Eis inkubiert und danach 10 min zentrifugiert (13000 g, 4 °C). Nach dem Dekan-
tieren des Uberstandes wurde das Mikrosomen enthaltende Pellet mit 2,5 ml TES-B gewa-
schen (5 Minuten zentrifugiert bei 13000 g und 4 °C) und anschlieBend mit 2,5 ml TEG
(50 mM Tris, pH 7,4; 1 mM EDTA; 2 mM DTT; 20 % (v/v) Glycerin) im Potter homoge-
nisiert. Der Ansatz wurde in 200 pl Portionen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockge-

froren und bei —70 °C gelagert.
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B.6.2 Cytochrom P450 Enzymtests

Zum Nachweis der F3’H- und der F3’,5’H-Aktivitdt der heterolog in Hefe exprimierten
cDNA-Klone wurden sowohl in vivo als auch in vitro Enzymtests durchgefiihrt. Die Be-

stimmung der Substratumsétze erfolgte wie in Kapitel B.5.5.3 beschrieben.

B.6.2.1 In vivo Enzymtests (Bioconversion)

Bei den in vivo Enzymtests wurde 0,06 nmol radioaktiv markiertes Substrat (Naringenin
oder Dihydrokaempferol), welches in ca. 100 ul Ethylacetat gelost war, in ein 15 ml Reak-
tionsgefdl ca. 6-8 Stunden unter dem Abzug exponiert bis das gesamte Ethylacetat ver-
dampft war. AnschlieBend wurden 3 ml einer frisch mit Galaktose induzierten Hefekultur
zu dem Reaktionsgefdll gegeben und fiir weitere 14 bis 18 Stunden bei 28 °C und 250 rpm
kultiviert (siche B.4.3). Die Kultur wurde danach auf zwei Eppendorfgefdle (2 ml Safe-
lock) aufgeteilt, mit 200 pl Ethylacetat versetzt, intensiv 1 Minute gevortext und nachfol-
gend in einer Tischzentrifuge 1 Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Dieser Extraktions-
schritt wurde mit 100 pl Ethylacetat wiederholt. Beide Oberphasen wurden auf Zellulose-
diinnschichtplatten (Schleicher & Schiill, Dassel) aufgetragen und in CAW (Chloroform-
Essigsdure-Wasser, 10 : 9 : 1)-Laufmittel chromatographiert. Als Vergleichssubstanzen
wurden radioaktiv markiertes Naringenin (NAR), Dihydrokaempferol (DHK), Eriodyctiol
(ERI) und nicht radioaktives Pentahydroxyflavanon (PHF), Dihydroquercetin (DHQ) und
Dihydromyricetin (DHM) verwendet. Nach der 4-8stiindigen Chromatographie wurden die
Platten flir mindestens 10 Stunden unter dem Abzug abgedampft und je nach Intensitét der
Signale fiir 2-8 Stunden auf speziellen Photoplatten (Fuji Photo Film, Japan) exponiert. Die

Analyse der Autoradiogramme erfolgte wie in Kapitel B.5.5.3 beschrieben.

75



B. Material und Methoden

B.6.2.2 In vitro Enzymtests mit Hefemikrosomen

Soweit nicht anders angegeben erfolgten die mit Hefemikrosomen durchgefiihrten En-

zymtests wie folgt:

Gesamtvolumen: 200 ul; Reaktionstemperatur: 25 °C; Reaktionsdauer: 30 min bei offenen
Eppendorfgefiaen

140 ul 0,1 M Tris-HCI-Puffer; pH 7,5

0,03 nmol [14C]-Naringenin, oder [14C]-Dihydr0kaempferol

5-50 pl Mikrosomenfraktion (z.T. mit Tris-HCI-Puffer verdiinnt)

10 ul NADPH ( 1 nmol)

Bei der Zugabe unterschiedlich groBBer Mengen an mikrosomalem Protein wurden die Re-
aktionsansitze bei einem konstanten Reaktionsvolumen von 200 pul entsprechend mit Tris-
HCI-Puffer aufgefiillt. Nach der Inkubation wurden die Ansdtze wie in B.6.2.1 beschrieben
mit jeweils 200 und 100 pl Ethylacetat extrahiert und anschlieBend chromatographisch

analysiert.

B.6.2.3 Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitit der F3°’H und der F3°,5’H

Die spezifische Enzymaktivitit (E.) wurde anhand der Substratumsitze (siche B.5.5.3),

der eingesetzten Proteinmenge (siche B.6.4) und der Reaktionszeit ermittelt:

spezifische E,= Prod*/(Prod*+Sub*) x Sub x t' x p”!
mit
Sub: Gesamtmenge Substrat im Testansatz
Sub*: gemessener Relativwert fiir ['“C]-markiertes Substrat

Prod*: gemessener Relativwert fiir ['*C]-markiertes Produkt

t!: Reaktionszeit

p'lz Menge an mikrosomalem Gesamtprotein

Bei den F3’,5’H-Enzymtests wurden die beiden mdglichen Produkte (3’- und 3°,5’-hy-

droxyliert) bei der Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitit zusammengefasst.

76



B. Material und Methoden

B.6.3 Bestimmung der Cytochrom P450-Reduktase-Aktivitat

Die Bestimmung der Cytochrom P450-Reduktase-Aktivitdt in der mikrosomalen Protein-
fraktion erfolgte nach Urban et al. (1990, 1994).

Testansatz: 1 ml 50 mM; Tris-HCL, pH 7,5; 1 mM EDTA; 1 mM KCN (frisch ansetzen);
16 uM Cytochrom c; bei Raumtemperatur.

Gestartet wurde die Reaktion mit ca. 3-50 pg mikrosomalem Protein. Die Anderung der
Absorption bei 550 nm wurde alle 5 Sekunden gemessen und der AAssp-Wert im linearen
Bereich des Reaktionsverlaufs bestimmt. Die spezifische Enzymaktivitit wurde anschlie-

Bend nach folgender Formel berechnet:

spezifische E,x =AAsso * 350y # 1 p'l

mit AAsso = Absorptionsédnderung bei 550 nm

¢ > = differentieller Absorptionskoeffizient von Cytochrom ¢

(red./ox.; € °=21.000 M * cm ™)

V = Reaktionsvolumen (1ml)

t! = Reaktionszeit

p' = Menge an mikrosomalem Protein

B.6.4 Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes der Mikrosomenpriparationen wurde mit

Rinderserumalbumin als Eichsubstanz nach Bradford (1976) durchgefiihrt.
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B.7 Computeranalysen

Die Analyse und Verwaltung der Sequenzdaten erfolgte mit dem Programm Omiga 1.2
(Oxford Molecular, GroBbritannien). Zur Analyse der Sequenzrohdaten wurde das Pro-
gramm Chromas 1.62 (Technelysium Pty Ltd, Australien) verwendet. Die neueste Version

dieses Programms kann unter http://www.technelysium.com.au/chromas.html bezogen

werden. Weitere Programme, die zur Edition und Analyse von Sequenzdaten eingesetzt
wurden, sind im einzelnen: ClustalW (1.81) zur Anfertigung von Nuklein- und

Proteinalignments (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/; Thomson et al., 1994); Protein Engine

zur Translation von Nukleotidsequenzen  (http://www.ebi.ac.uk/translate/ Translation

Machine). Einen Uberblick iiber diese und weitere vom ,,European Bioinformatics Institute
(EMBL)* im Internet zur Online-Verwendung zur Verfiigung gestellten Programme ist un-

ter http://www.ebi.ac.uk/Tools/index.html zu erhalten.

Die Genbankrecherchen wurden mit den Programmen ,,basic Blast* und ,,advanced Blast*

(Altschul et al., 1990 und 1997; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi) durchgefiihrt,

die von dem US-amerikanischen ,,National Center for Biotechnology Information (NCBI)
zur Verfligung gestellt werden. Zur Erstellung phylogenetischer Stammbéume wurde das
Programm ,,TreeView* (Page, 1996) verwendet, das von der Universitit von Glagow

(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html) bezogen werden kann. Zur Berech-

nung von Mulekulargewichten von Proteinen und Nukleinsduren wurde das online zur

Verfiigung stehende Programm http://paris.chem.yale.edu/extinct.noframes.html ,,Bio-

polymer Calculator des Department of Chemistry der Yale University (USA) verwendet.
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C. Ergebnisse

C.1 Ansatz zur Klonierung der F3’H bei Matthiola incana durch subtrak-

tive Hybridisierung zweier differentieller cDNA-Populationen

C.1.1 Isolierung von CYP-spezifischen cDNA-Fragmenten

Bei der subtraktiven Hybridisierung von ¢cDNA-Populationen mit F3’H-Aktivitit gegen
cDNA-Populationen ohne F3’H-Aktivitit wurden insgesamt iiber 300 durch PCR amplifi-
zierte Fragmente kloniert und nachfolgend verifiziert (siche B.5.7). Dabei wurden die klo-
nierten Fragmente zunichst durch DNA-Sequenzierung analysiert. Kleinere Fragmente (<
500 Bp) wurden daneben auch durch Northernblot - und Dotblot-Analyse verifiziert, da bei
einer Genbankrecherche mit DNA-Sequenzen von kleineren Fragmenten moglicherweise
die Sequenzinformation nicht ausgereicht hétte, um auf ein Cytochrom P450-Enzym und

somit auf ein mogliches F3 H-spezifisches Fragment hinzuweisen (siche auch A.3.1).

Bei der subtraktiven Hybridisierung der cDNA aller 8 plus Linien mit der cDNA aller 8
minus Linien, die beide mit unspezifischen Oligo(dT)-Primern synthetisiert wurden, konn-
ten weder differentiell exprimierte noch CYP-spezifische DNA-Fragmente isoliert werden.
Auch bei dem Hybridisierungsansatz, in dem die cDNA-Synthese der 8 plus und der 8 mi-
nus Linien mit CYP-spezifischen Primern vorgenommen wurde, konnten keine derartigen

Fragmente kloniert werden (siehe auch B.5.7).

Nur bei der Hybridisierung, in der die mit CYP-spezifischen Primern synthetisierten
cDNA der einzelnen plus Linie Nr. 04 mit der auf gleiche Weise synthetisierten cDNA al-
ler 8 minus Linien (09-16) subtraktiv hybridisiert wurde, konnten zwei CYP-spezifische
DNA-Fragmente isoliert werden. Bei diesen Fragmenten handelte es sich um das 734 Bp
grole DNA-Fragment PUHT und das 826 Bp grole DNA-Fragment SPHT, welche einen
offenen Leserahmen von 244 (ORF +3) bzw. 274 (ORF +3) Aminosdureresten aufwiesen.

Bei der computergestiitzten Genbankrecherche dieser offenen Leserahmen zeigte das
Fragment PUHT mit 77 % identischen Aminosduren die groffte Homologie mit einem

»putative Cytochrome P450 aus Arabidopsis thaliana (Acc.: AC003680).
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Zum Zeitpunkt der Genbankrecherche waren noch keine F3’H-Sequenzen verdffentlicht,
so dass der Hauptanhaltspunkt, ein F3’H-spezifisches Fragment isoliert zu haben, darin be-
stand, dass dieses Fragment zu den pflanzlichen CYP-Genen bzw. den entsprechenden
cDNA gehorte. Dieses wurde von den mehr als 50 erzielten Sequenzen bestitigt, da sie
ausnahmslos zu pflanzlichen CYP-Genen gehorten. Neben der Zugehorigkeit zu den CYP-
Genen erwartete man aufgrund der groBen funktionellen Ahnlichkeit der Genprodukte eine
grole Homologie eines moglichen F3’H-Genfragments mit den bereits verdffentlichten
F3’,5’H-Sequenzen. Das Fragment PUHT zeigte mit 45 % identischen Aminosduren die
groBBte Homologie zu der F3’,5’H von Catharanthus roseus (Acc.: AJ011862) und kam
daher zu dem damaligen Zeitpunkt durchaus als F3’H-spezifisches Genfragment in
Betracht.

Der offene Leserahmen des Fragments SPHT zeigte mit 77 % identischen Aminosduren die
grofte Ahnlichkeit zu einem ,flavonoid 3', 5'-hydroxylase-like protein Arabidopsis
thaliana (Acc.: AL161533.2). Die Autoren dieser Sequenzverdffentlichung verweisen auf
eine groBe Homologie ihres Gens zu dem Gen der F3°,5’H aus Campanula medium, die
mit 37 % identischen Aminosduren beider Aminosdurensequenzen jedoch vergleichsweise
niedrig erschien. Da auBlerdem bekannt war, dass 4. thaliana iiber eine F3’H-, aber nicht
iiber eine F3’,5 H-Aktivitit verfiigt, war die Ahnlichkeit von SPHT zu diesem Gen nur ein
gering einzuschétzender Hinweis auf ein mogliches F3’H-spezifisches cDNA-Fragment.
Das Fragment SPHT zeigte seinerseits innerhalb der verdffentlichten F3°,5’H-Sequenzen
ebenfalls die hochste Homologie zu der F3°,5’H-cDNA aus Campanula medium, die
jedoch mit 29 % identischen Aminosduren noch wesentlich geringer war als bei der cDNA

aus 4. thaliana.

C.1.2 Verifikation der CYP-cDNA-Fragmente durch Northernblot-
Analyse

Ob die isolierten Fragmente PUHT (734 Bp) und SPHT (826 Bp) differentiell exprimiert
werden, wurde durch Northernblot-Analyse tiberpriift. Dabei wurden jeweils 10 pg mRNA
der Linie 04 mit F3’H-Aktivitdt und der Linie 12 ohne F3’H-Aktivitdt eingesetzt und mit
radioaktiv markierten DNA-Sonden beider Fragmente hybridisiert. Die Hybridisierungen

wurden unter duflerst stringenten Bedingungen durchgefiihrt (siche auch B.5.1.3).
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In Abbildung 16 ist das Ergebnis der beiden Hybridisierungen dargestellt. Bei der Hybridi-
sierung des Northernblots mit beiden DNA-Sonden wurde ein und dasselbe Blot verwen-
det. Die Hybridisierung mit PUHT zeigt in beiden RNA-Bahnen ein deutliches Signal um
ca. 1750 Bp und einen ,,Schmier* bei kleineren mRNA-Molekiilen. Der Blot wurde nach
der Hybridisierung mit PUHT ,,gestrippt* und anschlieBend mit der SPHT-Sonde hybridi-
siert. Bei dieser Hybridisierung war nur ein einziges deutliches Signal um ca. 1750 Bp in

der mRNA-Bahn von Linie 04 zu erkennen.

Linie04 ¥  Linie12¥  Linie04 ¥ Linie 12V  RNA-Marker I (Roche)
% : ™ <1821 Bp

el 41517 Bp

<1049 Bp

a) b)
Abb. 16: Northernblot-Analyse mit jeweils 10 pg mRNA der M. incana Linien 04 und 12. a) Hybridisierung

mit radioaktiv markiertem Fragment PUHT (734 Bp). b) Hybridisierung mit radioaktiv markiertem Fragment
SPHT (826 Bp). Weitere Erlduterungen, siche Text.

Die Ergebnisse der Northernblot-Analyse legten den Schlul nahe, dass nur SPHT differen-
tiell exprimiert wird und PUHT nicht. Bei dem nachfolgenden 3’-RACE beider Fragmente
wurde das Ergebnis der Northernblot-Analyse bestitigt (siche C.1.3), so dass man davon
ausgehen kann, dass es sich bei dem DNA-Fragment SPHT tatsdchlich um einen Teil eines

differentiell exprimierten CYP-Gens handelt.
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C.1.3 Schnelle Amplifikation der cDNA-Enden (RACE) der isolierten

Fragmente

Das 3’-Ende beider Fragmente wurde mit Hilfe des 3’-RACE generiert (siche B.5.8.3).
Dabei wurde neben dem Adapterprimer (AP) jeweils ein genspezifischer Primer (3°Gl)
verwendet. Die Amplifikation der 3’-Enden erfolgte in einem Gradiententhermozykler bei
Annealing-Temperaturen zwischen 50-60 °C bzw. zwischen 55-65 °C und ansonsten unter
Standardbedingungen.

Im Falle von PUHT wurde ein 788 Bp und im Falle von SPHT ein 1176 Bp grol3es Frag-
ment amplifiziert, welche beide ein Poly(A)'-Ende aufwiesen. In beiden Fillen konnte die
Amplifikation dieser Fragmente ohne Probleme und zuverléssig reproduziert werden. Bei
Kontrollen mit cDNA aus den Linien 04 und 12 wurden die Ergebnisse der Northernblot-
Analyse eindeutig bestétigt.

Wihrend das 3’-RACE-Fragment von PUHT in beiden Linien amplifiziert werden konnte,
war dies bei SPHT nur in der Linie 04 mdglich. Auch bei der spiteren PCR-Amplifikation
des vollstindigen cDNA-Klons von SPHT war dies in der Linie 04 moglich, in der Linie
12 jedoch nicht. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass es sich bei CYP SPHT um
ein differentiell exprimiertes CYP-Gen handelt, das in der Linie 04 aber nicht in der Linie

12 exprimiert wird (siehe auch folgendes Kapitel C.1.4).

Das 5°’-RACE beider Fragmente erwies sich als ausgesprochen schwierig und langwierig.
Das 5’-RACE wurde sowohl mit C-, als auch mit A-Tailing durchgefiihrt (siche B.5.8.1).
Bei beiden Fragmenten konnten so gut wie keine eindeutigen Amplifikate amplifiziert
werden. Bei der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Ansédtze war im erwarteten
GroBenbereich lediglich ein verdichteter ,,Schmier* zu erkennen, der aus dem Agarosegel
eluiert und anschlieBend in PCR-Klonierungsvektoren einkloniert wurde. Die unterschied-
lich grofen Fragmente, die in den Klonierungsvektor einkloniert worden waren, wurden
nachfolgend durch Sequenzierung analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass es sich bei na-
hezu allen Fragmenten um 5°-RACE spezifische Fragmente der gesuchten Gene handelte,
die unterschiedlich weit zum Startcodon ATG hin amplifiziert wurden. Nach mehreren 5°-
RACE-Ansitzen konnte bei dem Fragment SPHT ein vollstindiges 5’-Ende generiert wer-

den, welches das Startcodon und einen 14 Bp umfassenden Leader-Bereich beinhaltete.
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Bei dem Fragment PUHT war es trotz mehrfacher Ansétze nicht moglich, ein vollstindiges
5’-Ende zu isolieren. Auch die Verwendung der noch weiter innen liegenden genspezifi-
schen Primer 5°G4 und 5, die aufgrund der Sequenzinformation der unvollstindigen 5’-
Fragmente konstruiert werden konnten, fiihrten nicht zur Generierung eines vollstindigen

5’-Endes.

C.1.4 Verifikation der vollstindigen cDNA-Klone

Von den beiden klonierten CYP-Fragmenten konnte nur aus dem Fragment SPHT ein voll-
standiger cDNA-Klon erzeugt werden. Der vollstindige SPHT-Klon wurde durch PCR mit
»end-to-end* Primern aus cDNA der Linie 04 amplifiziert und komplett durchsequenziert.
Dieser cDNA-Klon hat eine Gro3e von 1758 Nukleotiden und besitzt einen offenen Lese-
rahmen, der 504 Aminosduren codiert. Bei der Genbankrecherche zeigte der vollstindige
SPHT-Klon, wie bereits das bei der subtraktiven Hybridisierung isolierte 826 Bp grof3e
Fragment, die groBte Homologie zu einem ,,flavonoid 3', 5'-hydroxylase-like protein“ Ara-
bidopsis thaliana (Acc.: AL161533.2 [siehe auch C.1.1]). Mit 82 % identischen Aminoséu-
ren ist die Homologie beider ORFs so hoch, dass sie in einer CYP-Unterfamilie einzuord-
nen sind. Aufgrund der geringen Homologie zu der in Zwischenzeit veroffentlichten
cDNA-Sequenz der F3’H aus Petunia hybrida wurde zunéchst auf die Expression des voll-
staindigen SPHT-Klons in einem geeigneten Expressionsvektor verzichtet und spéter, nach

der Klonierung der tatsdchlichen F3’H aus M. incana, ganz aufgegeben.

Bei dem Fragment PUHT konnte nur ein 1639 Bp grof8es cDNA-Fragment aus den ver-
schiedenen RACE-Fragmenten konstruiert werden, das einen codierenden Bereich von 487
Aminosduren aufweist (siche auch C.1.3). Bei der Genbankrecherche wies dieses Frag-
ment, wie bereits das bei der subtraktiven Hybridisierung isolierte 734 Bp gro3e Fragment,
mit 75 % identischen Aminosduren die gro3te Homologie mit einem ,,putative Cytochrome
P450% aus Arabidopsis thaliana (Acc.: AC003680 [siche auch C.1.1]) auf. Gegeniiber allen
CYP-cDNA-Klonen, die bei der Genbankrecherche gefunden wurden, fehlte dem PUHT-
Klon am 5’-Ende ein cDNA-Abschnitt, der ca. 10-20 Aminosaduren codiert. Ein ATG-
Startcodon am 5’-Ende konnte im postulierten offenen Leserahmen des Fragmentes eben-

falls nicht gefunden werden.
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Gegeniiber dem CYP-Gen aus A. thaliana fehlte dem PUHT-Fragment ein cDNA-Ab-
schnitt, der 14 Aminosduren codiert. Weitere Versuche, das vollstindige 5’-Ende des
cDNA-Klons zu isolieren, wurden aus den gleichen Griinden, wie bereits beim SPHT-

Fragment erldutert, nicht mehr unternommen (s.o0.).

Die Adapter und Primer, die bei der subtraktiven Hybridisierung verwendet wurden, sind
im Anhang G.1 aufgefiihrt (siche B.5.7). Die Nukleotidsequenz von PUHT ist mit der
entsprechenden Aminosduresequenz des offenen Leserahmens im Anhang G.2. zusammen

mit allen verwendeten genspezifischen Primern und den RSAI-Schnittstellen dargestellt.
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C.2 Klonierung einer F3’- und/oder einer F3’,5’H durch heterologes

Screening der cDNA-Genbank von Callistephus chinensis

Bei dem heterologen Screening der cDNA-Bibliothek der Sommeraster (Callistephus chi-
nensis) wurden jeweils ca. 10° rekombinante Lambda NM1149 Phagen mit zwei F3’,5’H
»full-length® ¢cDNA-Klonen aus Petunia hybrida und einem F3’H ,full-length® cDNA-
Klon aus Arabidopsis thaliana hybridisiert (siche B.5.4).

Die Hybridisierung der Phagen mit den beiden F3’,5°’H cDNA-Klonen aus P. hybrida
wurde bei vier verschiedenen Hybridisierungstemperaturen durchgefiihrt. Ausgehend von
64 °C wurde die Hybridisierungstemperatur schrittweise um jeweils 2 °C bis auf 58 °C re-
duziert (sieche B.5.5). Bei den hoheren Temperaturen (64 und 62 °C) konnten in der ersten
Screening-Runde nur sehr schwache Signale detektiert werden, die nach dem Ausplattieren
der entsprechenden Plaques in der zweiten Screening-Runde vollig verschwanden. Bei den
niedrigeren Temperaturen (60 und 58 °C) konnten einige geringfiigig stirker ausgeprigte
Signale beobachtet werden, die zum Teil auch in der zweiten und dritten Screening-Runde
auftraten.

Die in der dritten Screening-Runde isolierten Phagen trugen Inserts zwischen 500 und
2000 Bp. Nach der Sequenzierung und der nachfolgenden Genbankrecherche zeigte keines
der isolierten Inserts eine signifikante Homologie zu einem der bekannten F3°,5’H-cDNA-
Klone oder zu irgendeinem anderen pflanzlichen CYP-cDNA-Klon.

Es musste daher davon ausgegangen werden, dass die verwendeten cDNA-Sonden aus P.
hybrida eine zu geringe Homologie mit der gesuchten F3’,5’H aus Callistephus chinensis
besitzen, um bei geeigneten Hybridisierungstemperaturen spezifisch mit dieser zu hybridi-
sieren. Eine weitere Verringerung der Hybridisierungstemperatur kam in Anbetracht der
bereits bei 58 °C zahlreich auftretenden unspezifischen Signale nicht in Frage.

Die Hybridisierung der Phagen mit dem F3’H-cDNA-Klon aus A4. thaliana wurde bei einer
Hybridisierungstemperatur von 58 °C durchgefiihrt. Um Hybridisierungsartefakte zu redu-
zieren, wurden von den ausplattierten Phagen in der ersten und zweiten Screening-Runde
doppelte Membranabziige angefertigt und nur Plaques, die auf beiden Abziigen eindeutige
Hybridisierungssignale aufwiesen, erneut in den weiteren Screening-Runden amplifiziert

(Abb. 17).
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Abb. 17: Doppelte Membranabdriicke der zweiten Screening-Runde von einer im Phagen Lambda NM1149
erstellten cDNA-Bibliothek von C. chinensis. Die Membrane wurden mit einer F3’H-cDNA-Sonde aus A.
thaliana hybridisiert.

Bereits in der ersten Screening-Runde traten zahlreiche, deutlich ausgeprigte Hybridisie-
rungssignale auf. Die dem stérksten Signal entsprechenden Plaques wurden erneut ausplat-
tiert und hybridisiert. Von den Phagen, die auch in der dritten Screening-Runde auf beiden
Abdriicken stark ausgeprigte Signale zeigten, wurde die DNA isoliert und die Insertgrofe
durch einen EcoRI Restriktionsverdau bestimmt. Die Groe der isolierten Fragmente lag
zwischen ca. 1000 und 5000 Bp, dabei wiesen die meisten Fragmente ein Grofe zwischen
ca. 1000 und 2500 Bp auf. Auffallend viele Fragmente besallen eine Grofle zwischen 1150
und 1250 Bp (Abb. 18).

Alle Inserts mit einer Gréfle zwischen 1000 und 2000 Bp wurden durch PCR mit Phagen
spezifischen Primern amplifiziert, in geeignete PCR-Klonierungsvektoren kloniert und
nachfolgend sequenziert. Bei der anschlieBenden Sequenzanalyse konnte bei mehreren
Fragmenten ein offener Leserahmen (ORF) mit CYP-spezifischer Aminosduresequenz
festgestellt werden. Es handelte sich dabei um Fragmente zweier verschiedener CYP-Gene,
wobei von einem Gen ein vollstdndiger cDNA-Klon isoliert werden konnte. Dieser Klon
CYPCcpHt1 verfiigt iiber einen offenen Leserahmen, der 510 Aminosduren codiert und
eine Homologie von 62 % identischen Aminosduren bzw. 61 % identischen Nukleotiden
mit der F3’H von A. thaliana aufweist. Die Nukleotidsequenz mit dem entsprechenden of-

fenen Leserahmen ist zusammen mit allen verwendeten Primern in Anhang G.3 dargestellt.
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Abb. 18: Elektrophoretische Auftrennung (0,8 % Agarose) von isolierter rekombinanter Phagen-DNA nach
einem EcoRI Restriktionsverdau. Deutlich sind die beiden grolen Arme der linearen Phagen-DNA zu erken-
nen. Auf Bahn 1 und 2 sind die freigesetzten Inserts schwach, in Bahn 3 deutlich zu erkennen.

Von dem zweiten CYP-Gen CYPCcpHt2 konnten nur unvollstindige Fragmente isoliert
werden, die alle eine Grofle zwischen 1100 und 1200 Bp aufwiesen (s.0.). Alle Fragmente
verfiigten iiber unterschiedlich lange Poly(A)'-Enden und iiber einen offenen Leserahmen,
der maximal 298 Aminoséduren codiert. Bei der Genbankrecherche zeigte dieser offene Le-
serahmen eine Homologie von 67 % identischen Aminosduren und 65 % identischen Nu-

kleotiden mit der F3’H von 4. thaliana.

Mit dem zuvor isolierten cDNA-Klon CYPCcpHt1 zeigte CYPCcpHt2 eine Nukleotidho-
mologie von 79 %. Gegeniiber der F3’H aus A. thaliana fehlte bei dem ORF von
CYPCcpHt2 am 5’-Ende ein Bereich, der 217 Aminosduren codiert. Um diesen Bereich zu
isolieren, wurde ein 5’-RACE durchgefiihrt.
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C.2.1 RLM-RACE zur Gewinnung eines ,,full-length®“ ¢cDNA-Klons

Aufgrund der groBen Homologie zu CYPCcpHt1 wurde bei den durchgefiihrten 5°-RACE-
Versuchen eine unspezifische cDNA-Synthese mit einem Oligo(dTe)-Primer durchgefiihrt
und die PCR-Primer in den Teil des Trailer-Bereichs des Fragments gelegt, der bei allen
Fragmenten identisch war und der sich deutlich von dem 7railer-Bereich von CYPCcpHt1

unterschied.

Wie bereits bei den aus M. incana isolierten CYP-Fragmenten konnte durch ein RACE mit
C- und A-Tailing kein komplettes 5’-Ende isoliert werden (siehe C.1). Der Versuch, das
komplette 5’-Ende zu isolieren, wurde nach mehreren Ansétzen, in denen lediglich unvoll-

stindige Anteile des gesuchten 5’-Endes isoliert werden konnten, zunédchst eingestellt.

Durch den spéteren Einsatz des neuen RLM-RACE-Verfahrens (sieche B.5.8.2 und D.5.1)
konnte auf Anhieb ein komplettes 5’-Ende mit Startcodon und einem 22 Bp groB3en Lea-
der-Bereich isoliert werden. Durch die Verwendung von genspezifischen PCR-Primern,
die jenseits des codierenden Bereiches am 3’-Ende lokalisiert waren, wurde dabei der ge-
samte codierende Bereich des cDNA-Klons amplifiziert. Bereits bei der ersten PCR-
Amplifikation wurde ein deutliches 1634 Bp groBles Fragment amplifiziert, welches sich
leicht klonieren liel und eine weitere PCR-Amplifikation mit ,,nested* Primern iiberfliissig

machte.

Abbildung 19 verdeutlicht die, verglichen mit anderen RACE-Techniken, sehr viel hohere
Effizienz des RLM-RACE-Verfahrens. Bereits der Einsatz von 1 ul der unspezifisch syn-
thetisierten und 1 : 4 verdiinnten cDNA reichte aus, um den vollstindigen ORF des cDNA-

Klons inklusive Leader- und Teilen des Trailer-Bereichs zu amplifizieren.
Theoretisch lassen sich somit durch das RLM-RACE-Verfahren mit einem einzigen

cDNA-Ansatz (80 ul) bis zu 80 fehlende 5’-Enden verschiedener cDNA-Klone einer

Pflanze isolieren (siche auch D.5.1).
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Abb. 19: RLM-RACE des cDNA-Fragments CYPCcpHt2 aus C. chinensis. Bei den vier RACE-Ansdtzen
wurden 1, 2, 4 und 8 pl cDNA eingesetzt (Bahnen 1-4). Jeweils 20 ul der PCR-Ansitze (50 pl) wurden in ei-
nem 1,5 %igen Agarosegel analysiert. Bereits bei dem PCR-Ansatz 1 ist ein deutliches Amplifikat zu erken-
nen, dessen Quantitit in Ansatz 2 und 3 deutlich zunimmt und sich bei PCR-Ansatz 4 wieder deutlich ver-
mindert, was auf die zu hohe Konzentration der eingesetzten cDNA zuriickzufiihren ist (weiter Erlduterun-
gen, siche Text).

Der vollstindige 1704 Bp groBe cDNA-Klon CYPCcpHt2 verfiigt iiber einen offenen Lese-
rahmen, der 518 Aminosduren codiert. Die Aminosduresequenz zeigt eine Homologie von
66 % identischen Aminosduren mit der F3’H aus A. thaliana. Die Homologie der Nuklein-
sduren beider Klone liegt mit 64 % identischen Nukleotiden etwas darunter. CYPCcpHt2
weist an Position 678-682 der Nukleotidsequenz eine interne EcoRI-Schnittstelle auf, die
genau oberhalb des 5’-Endes der bei dem Genbank-Screening isolierten Fragmente liegt.
Man kann daher davon ausgehen, dass bei der Erstellung der Genbank trotz Methylierung
der cDNA aufgrund der internen EcoRI-Schnittstelle von CYPCcpHt2 iiberwiegend zwei
einzelne Fragmente in die Phagen-DNA einkloniert worden waren (siche auch B.5.4.1).
Die Nukleotid- und Aminoséduresequenz von CYPCcpHr2, sowie alle verwendeten Primer

sind im Anhang G.3 dargestellt.
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C.3 Klonierung der F3°,5’H aus Lycianthes rantonnetii durch PCR-Am-

plifikation mit einem F3’,5’H-spezifischen Primer

Da fiir die Klonierung der F3’,5’H aus L. rantonnetii weder eine Genbank noch chemoge-
netisch charakterisiertes Pflanzenmaterial zur Verfiigung stand, wurde der Versuch unter-
nommen die F3’°,5’H mit Hilfe eines F3’°,5’H-spezifischen Primers durch PCR zu isolieren.
Der verwendete F3’,5’H-spezifische Primer HFDM wurde anhand von bekannten F3’,5’H-
cDNA-Sequenzen konstruiert und zusammen mit einem unspezifischen Amplifikationspri-
mer (AUAP) bei der PCR eingesetzt wurde (sieche B.5.6.4). Dabei wurde HFDM von der
hochst konservierten Doméne D abgeleitet, welche die Himbindungsregion der CYP-En-
zyme darstellt und die sich ca. 15 % vor dem C-Ende dieser Enzyme befindet (siche
A.3.1). Ziel war es, mit Hilfe dieses Primers ein ca. 250 bis 500 Bp groBes F3’,5’H-
spezifisches cDNA-Fragment zu isolieren.

Bei der Anfertigung des Primers wurden an den Positionen, an denen bei dem Nukleinséu-
realignment 2 verschiedene Nukleotide auftraten, ,,Wobbles* eingesetzt. An Positionen, bei
denen 3 verschiedene Nukleotide auftraten, wurden Deoxyinosine verwendet, welche an
allen 4 Basen anndhernd gleich stark binden. Bei den fiir das Nukleinsdurealignment ver-
wendeten F3’,5’H-cDNA-Sequenzen handelte es sich um die sieben verschiedenen cDNA-
Sequenzen aus sechs verschiedenen Pflanzenarten, die zu dem Zeitpunkt der Primer-

konstruktion bekannt gewesen waren (Abb. 20).

Eust oma russel lianum  GGAAATGATTTTGAGCTGATCCCATTTGGAGCT GGAAGAAG
Eust oma grandi fl orum  GGAAATGATTTTGAGCTGATCCCATTTGGAGCTGGAAGAAG
Gentiana triflora GGAAACCATTTTGAATTGATCCCATTTGGT GCTGGACGAAG
Canpanul a nmedi um GGTAATCATTTTGAGT TAATCCCATTTGGGGCTGGACGAAG
Petuni a hybrida( Hf 1) GGGAACGATTTTGAATTGATACCATTTGGT GCTGGACGAAG
Pet uni a hybri da( Hf 2) GGGAACGACTTTGAATTGATACCATTTGGT GCTGGACGAAG
Sol anum nel ongena GGAAATGATTTTGAATTGATTCCATTTGGTGCAGGACGAAG

** k% * **kk*%x * k*k kkhkkkkkkk kk kk*k K*khk*x

GG AACGACTTTGAACTAATI CCATTTGGE GCTGGAAGAAG

TC T GT G A C

HFDM GGl AA( CT) ( GC) A( CT) TTTGA( AG) ( CT) T( AG) ATI CCATTTGG GC( TA) GGA( AC) GAAG

Abb. 20: Nukleinsdurealignment von sieben F3’,5’H-cDNA-Sequenzen zur Anfertigung eines F3°,5’H-spe-
zifischen PCR-Primers. * = absolut konservierte Nukleotide. Darunter ist der konstruierte PCR-Primer
HFDM dargestellt, der an nicht konservierten Positionen entweder ein Deoxyinosin (I) oder ein ,,Wobble*
besitzt (siche auch weitere Erlduterungen im Text).
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Die PCR-Amplifikation von unspezifisch synthetisierter cDNA aus L. rantonnetii mit
HFDM und AUAP erfolgte in einem Gradiententhermozykler bei verschiedenen Annea-
ling-Temperaturen und mit unterschiedlicher Zusammensetzung der PCR-Ansitze (siche
B.5.6). Nach der Optimierung der PCR waren bei der Analyse der PCR-Ansétze durch
Agarosegelelektrophorese 5 deutlich sichtbare Banden zu erkennen (Abb. 21). Diese Ban-
den, die in einem GroBenbereich zwischen ca. 250 und 450 Basenpaaren auftraten, wurden
aus dem Agarosegel eluiert, in geeignete PCR-Klonierungsvektoren kloniert und die ent-

sprechenden DNA-Fragmente nachfolgend sequenziert.

65,1 °C
- 64,8 °C
—

63,4 °C
£ 60,5 °C
57,9 °C

55,9 °C

55,3 °C
r ' ' €100 Bp-Marker

A 1000 Bp A500 Bp A300Bp

Abb. 21: PCR-Amplifikation von cDNA aus L. rantonnetii mit den Primern HFDM und AUAP im Gradien-
tenthermozykler bei Annealing-Temperaturen zwischen 55,5 und 65,1 °C. Jeweils 20 ul der PCR-Ansétze
(50 pl) wurden in einem 3 %igen Low-Melt-Agarosegel analysiert. Die fiinf einklonierten Banden sind am
oberen Bildrand gekennzeichnet (sieche auch weitere Erlauterungen im Text).

C.3.1 Verifikation CYP-spezifischer Fragmente

Bei der Sequenzanalyse von 5 DNA-Fragmenten, die den einklonierten Banden entspra-
chen, konnte bei zwei dieser Fragmente ein CYP-spezifischer offener Leserahmen (ORF)
festgestellt werden. Es handelte sich dabei um zwei DNA-Molekiile mit einer Lange von

389 bzw. 361 Bp (ohne AUAP), die den Banden 2 und 3 entsprachen.
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Das 389 Bp groBle Fragment CYPLrpHf2 wies einen ORF von 80 Aminosduren auf, das
361 Bp groBe Fragment CYPLrpHf3 einen ORF von 81 Aminosduren. Beide Fragmente
besaBen auBerdem ein Poly(A)'-Ende, das sich jeweils an einen nicht codierenden Trailer-
Bereich anschloss. Bei der anschliefenden Genbankrecherche zeigte CYPLrpHf2 mit 81 %
identischen Aminosduren (bezogen auf die gesamten 80 AS) die grofte Homologie zu der
F3°,5°H aus Solanum melongena (Acc.: CAAS50155). Unmittelbar danach folgten alle
weiteren F3’°,5’H-Aminosduresequenzen, wobei die geringste Homologie mit der F3’,5’'H
aus Campanula medium mit 75 % identischen Aminosduren (bezogen auf die ersten 77
AS) immer noch sehr hoch war.

Das Fragment CYPLrpHf3 besall mit 73 % identischen Aminoséuren (bezogen auf die ers-
ten 80 AS) die grofBte Homologie mit einem ,,probable cytochrome P450* aus Nicotina ta-
bacum (Acc.: CAA64635). Bezogen auf die ersten 68 Aminosduren des ORFs zeigte das
Fragment sogar mit 80 % identischen Aminosduren eine noch hohere Homologie zu einem
weiteren ,,cytochrome P450° aus Nicotina tabacum (Acc.: CAA65580). Die grofBite Ho-
mologie zu einer F3°,5’H zeigte das Fragment mit 52 % identischen Aminoséduren (bezo-
gen auf die ersten 80 Aminosduren) zu der F3’,5’H aus Eustoma russellianum (Acc.:
BAA03439).

Die Nukleotidsequenzen der isolierten cDNA-Fragmente CYPLrpHf2 und CYPLrpHf3 sind

mit dem entsprechenden offenen Leserahmen im Anhang G.2. dargestellt.

C.3.2 RLM-RACE eines putativen F3°’,5’H ¢cDNA Klons

Von den beiden isolierten CYP-Fragmenten aus L. rantonnetii wurde nur aus dem Frag-
ment CYPLrpHf2 ein vollstindiger cDNA-Klon durch 5’-RACE erzeugt, da es sich wahr-
scheinlich nur bei diesem DNA-Molekiil um ein F3’,5’H-spezifisches ¢cDNA-Fragment
handelte.

Wie bereits bei cDNA-Fragmenten aus M. incana und C. chinensis scheiterten alle Versu-
che, den kompletten cDNA-Klon durch herkémmliches C- und A-Tailing zu isolieren
(siehe C.1.3 und C.2.1). Erst mit dem Einsatz des RLM-RACE-Verfahrens (siche B.5.8.2
und D.5.1) lieB sich das vollstindige 5’-Ende des Klons bereits beim ersten Versuch pro-

blemlos isolieren (Abb. 22).
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Abb. 22: RLM-RACE des cDNA-Fragments CYPLrpHf2 aus L. rantonnetii. Bei den vier RACE-Ansitzen
wurden 1, 2, 4 und 8 pl cDNA eingesetzt. Jeweils 20 pl der PCR-Ansétze (50 pl) wurden in einem 1,5 %igen
Agarosegel analysiert. In den ersten drei PCR-Ansétzen ist ein deutliches Amplifikat mit einer Grof3e von ca.
1550 Bp zu erkennen. Im 4. Ansatz ist die Menge des Amplifikates deutlich vermindert, was auf die zu hohe
Konzentration der eingesetzten cDNA zuriickzufiihren ist (weitere Erlduterungen, siche Text).

Das isolierte 1516 Bp groBe Molekiil verfiigte iiber einen 53 Bp groflen Leader, gefolgt
von einem Startcodon und einem durchgehenden offenen Leserahmen, der in dem iiberlap-
penden Bereich mit der bereits bekannten Sequenz vollkommen iibereinstimmte. Die kor-
rekte Position des Startcodons wurde durch eine erneute Genbankrecherche bestitigt, bei
der bei allen verglichenen F3’,5’H-Aminosduresequenzen das Startcodon an dhnlichen Po-
sitionen zu finden war. Im Gegensatz zu dem 81 Aminosduren grof3en Fragment zeigte der
vollstindige ORF mit 86 % identischen AS nicht die groBte Ubereinstimmung mit der
F3°,5°’H aus S. melongena, sondern mit jeweils 87 % identischen AS mit den beiden
F3’,5’Hs aus P. hybrida. Diese groBe Homologie ist damit zu erkldren, dass es sich bei P.
hybrida ebenfalls um ein Nachtschattengewichs (Solanaceae) handelt. Mit durchschnittlich
iiber 76 % ident. AS zeigte CYPLrpHf2 auch zu allen anderen F3’,5’Hs eine sehr grof3e
Ubereinstimmung (siehe C.7), so dass mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit davon
ausgegangen wurde, dass es sich bei CYPLrpHf2 ebenfalls um eine F3’,5’H handelte. Der
vollstindige cDNA-Klon CYPLrpHf2 (Acc.: AF313490) ist zusammen mit allen

verwendeten Primern im Anhang G.3 dargestellt.

93



C. Ergebnisse

C.4 Ansatz zur Klonierung einer F3°,5’H bei Pelargonium zonale durch

PCR-Amplifikation mit einem F3’,5’H-spezifischen Primer

Zur Klonierung eines F3’,5’H spezifischen cDNA-Fragments aus Pelargonium zonale
durch PCR wurde der gleiche CYP-spezifische Primer HFDM verwendet, mit dem bereits
ein F3°,5’H-cDNA-Fragment aus L. rantonnetii isoliert werden konnte. Die Konstruktion
dieses CYP-spezifischen Primers, die durch ein Nukleinsdurealignment von 7 bereits be-
kannten F3’,5’H-cDNA-Sequenzen ermdglicht wurde, ist in Kapitel C.3 ausfiihrlich be-

schrieben.

Bei der PCR-Amplifikation wurde unspezifisch synthetisierte cDNA, die mit Hilfe eines
modifizierten (dT)17-Primers AP aus Poly(A)'-mRNA aus P. zonale hergestellt wurde,
verwendet (siche B.5.6.2). Neben dem CYP-spezifischen PCR-Primer HFDM wurde als
komplementérer Primer der unspezifische Amplifikationsprimer (AUAP) eingesetzt, der
dem Adapteranteil des verwendeten Reverse-Transkriptase-Primers AP entspricht (siche

B.5.6.4).

Aufgrund der zahlreichen Schwierigkeiten, die bei der RNA-Préparation von P. zonale
auftraten, und welche zusitzliche Reinigungs- und Fallungsschritte, sowie einen DNAse-
Verdau der RNA notwendig machten, war die Qualitdt und Ausbeute der synthetisierten
cDNA duBerst gering (siche B.5.1.1). Aus diesem Grund erwies sich die spezifische PCR-
Amplifikation eines F3’,5’H- bzw. CYP-spezifischen cDNA-Fragments als du8erst schwie-
rig. Nach zahlreichen Optimierungen konnte eine verstirkte Amplifikation von cDNA-
Molekiilen in dem zu erwartenden GroBenbereich erzielt werden, wobei sich jedoch bei der
Analyse der PCR-Produkte durch Agarosegelelektrophorese nur diffuse Banden ausbilde-
ten. Lediglich in einem Bereich knapp unter 400 Bp war in den ersten zwei PCR-Ansédtzen
mit niedrigeren Annealing-Temperaturen eine deutlich abgegrenzte Bande zu erkennen. In
den GroBenbereichen zwischen 250-320 Bp und 150-200 Bp bildeten sich dagegen nur
breite Banden mit etwas verdichteten Bereichen aus (Abb. 23). Alle drei Bereiche wurden

aus dem Agarosegel eluiert und in geeignete PCR-Klonierungsvektoren einkloniert.
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Abb. 23: PCR-Amplifikation von cDNA aus P. zonale mit den Primern HFDM und AUAP im Gradien-
tenthermozykler bei Annealing-Temperaturen zwischen 55,3 und 63,4 °C. Jeweils 30 ul der PCR-Ansétze
(50 pul) wurden in einem 3 %igen Low-Melt-Agarosegel analysiert. Die drei einklonierten Banden sind am
oberen Bildrand gekennzeichnet (siehe auch weitere Erlauterungen im Text).

C.4.1 Verifikation CYP-spezifischer Fragmente

Von allen drei Klonierungsansitzen wurden zahlreiche unterschiedlich groBBe Fragmente
isoliert und sequenziert. Nur bei zwei DNA-Fragmenten konnte ein CYP-spezifischer offe-
ner Leserahmen festgestellt werden. Dabei verfiigten die 287 Bp bzw. 375 Bp groflen
Fragmente CYPPzpHt1 und CYPPzpHi2 iiber einen gleichgrofen codierenden Bereich, der
79 Aminosiuren codiert und iiber ein Poly(A)'-Ende. Bei der anschlieBenden Genbankre-
cherche zeigte der ORF von CYPPzpH¢1 mit 59 % identischen Aminosduren (bezogen auf
die ersten 79 AS) die grofite Homologie zu der F3°,5’H aus Eustoma grandiflorum (Acc.:
AAB17562). Der ORF von CYPPzpHr2 zeigte mit 56 % identischen Aminosduren (bezo-
gen auf die ersten 79 AS) eine nur geringfiigig niedrigere Homologie zu dem gleichen En-
zym. Durch den Sequenzvergleich von CYPPzpHt1 und CYPPzpHt2 stellte sich heraus,
dass die Nukleotidsequenz zu 99 % und die entsprechende Aminosduresequenz des ORF
mit 98 % identisch waren (Abb. 24 A ). Im Bereich des ORF unterschieden sich nur 3 von
240 Nukleotiden. Davon fielen zwei in den Bereich des 41 Bp langen PCR-Primers
HFDM, der in diesen Positionen degeneriert war, so dass im Bereich des ORF nur ein ein-
ziges Nukleotid bei beiden Sequenzen verschieden war. Dadurch unterschied sich die ent-

sprechende Aminoséduresequenz beider Fragmente in Position 51 (Abb. 24 B).
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Aufgrund der groBen Ubereinstimmung beider Sequenzen nach dem Stopcodon im nicht
codierenden Trailer-Bereich, war davon auszugehen, dass es sich nicht um Allele oder
unterschiedliche Gene handelte, sondern vielmehr um einen Lesefehler der DNA-Polyme-
rase bei der PCR. Die unterschiedliche Linge des Trailer-Bereichs war auf unterschiedli-
che Prozessierung der mRNA zuriickzufiihren. Die Nukleotidsequenzen von CYPPzpHt1
und CYPPzpH?2 mit den dazugehdrigen Aminosduresequenzen sind im Anhang G.2. abge-
bildet.

A)

CYPPzpHt 1 | GGGAACGACT TTGAACT GATGCCATTTGGEGECT GGAAGAAGGATAT GCGCCGGEGAT GAGCCTAGGEGECTACGCATG 75
CYPPzpHt 2 | GGGAATGACT TTGAACT GATGCCAT T TGGEGECT GGAAGT AGGATAT GCGCCGGEGAT GAGCCTAGGGECTACGCATG 80

khkhkkhk hhkhkhhkhhkhhhh ko hh bk h ko hkhhkhhhhhkhhhd dhphhhhhhk kb bk ko hkhhkhhkhkhkhkhhkhhkhkkk k%

CYPPzpHt 1 GTTCAATTGCTCACTGCGACTCTTCTTCACGCCTTTAATTGGGATCT TCCGCAAGGT CAAATACCCCAGGAGCTA 150
CYPPzpHt 2 GTTCAATTGCTCACTGCGACTCTTCTTCACGCCTTTAATTGGGATCT TCCGCAAGGT CAAATACCCCAGGAGCTA 150

R R X E]

CYPPzpHt 1 AATATGGACGAGGCT TATGGACT CACACT TCAAAGAGCTTCACCT TTACAT GTGCGCCCACGT CCAAGGCTACCC 225
CYPPzpHt 2 AGTATGGACGAGGCT TATGGACT CACACT TCAAAGAGCT TCACCT TTACAT GTGCGCCCACGT CCAAGGCTACCC 225

* kkkkkkkkkkkhhhkhhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhhhhhhhhhkhhhkhhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkkk

CYPPzpHt 1 TCTCATTTGTATTGATCTATAACTTGAATTTCATGI CATGTCTTGTAAAAAAAAAAAAAAAA- - - - - - = - - e e e - - 287
CYPPzpHt 2 TCTCATTTGTATTGATCTATAACTTGAATTTCATGTCATGT TTTGTAATGGCTGGATTAATAAAATTCATCACTTGTA 300

khkkkkhkhkkkkhkkkkk

o2 =7 ) S
CYPPzpH 1  ACTACAAAACTAGATAGCTAGTTGOGTGTGTTATGATGATGATATTTTGCTGTACTGTAAAAAAAAAAAAAA 375

B)

CYPPzpH 1 GNDFELMPFGAGRRI CAGVELGLRWQLLTATLLHAFNWDL PQGQ PQELNVDEAYGLTLQRASPLHVRPRPRLPSHLY 79
CYPPzpH 2 GNDFELMPFGAGRRI CAGVELGLRWQLLTATLLHAFNWDL PQGQ PQEL SVDEAYGLTLQRASPLHVRPRPRLPSHLY 79

R R R R EY

Abb. 24: A) Nukleinsdurealignment der PCR-Fragmente CYPPzpHt1 und CYPPzpHt2 aus P. zonale. Die
ersten 41 Nukleotide, die dem PCR-Primer HFDM entsprechen sind eingerahmt. Unterschiedliche Nukleo-
tide und das Stopcodon sind fett dargestellt. B) Aminosdurealignement des ORF der Fragmente CYPPzpHt1
und CYPPzpH?2. Die unterschiedlichen Aminosduren in Position 51 sind fett dargestellt. * = identische Ami-
nosduren; . = Aminosduren aus gleichen Gruppen.
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C.4.2 RLM-RACE eines putativen F3°’H cDNA-Klons

Die Gewinnung eines vollstindigen cDNA-Klons aus den klonierten Fragmenten
CYPPzpHt1 und CYPPzpHt2 durch herkdmmliches 5’-RACE mit C- und A-Tailing blieb
auch nach mehreren Versuchen ohne Erfolg und wurde daher zundchst wegen der sehr ar-
beitsaufwendigen RNA-Praparation bei P. zonale fiir lingere Zeit zuriickgestellt (siche

auch C.1.3; C.2.1 und C.3.2).

Mit dem Einsatz des neu auf dem Markt erschienenen RLM-RACE-Verfahrens konnte zu
einem spiteren Zeitpunkt das vollstindige 5’-Ende von einem der beiden Fragmente sofort
im ersten Ansatz isoliert werden (siehe B.5.8.2 und D.5.1). Bei der spiateren PCR-Amplifi-
kation des vollstdndigen Klons mit ,,end-to-end* Primern und der nachfolgenden Sequen-
zierung zeigte der Klon die gleiche Sequenz wie das Fragment CYPPzpH?2 (siche C.4.1).
Der vollstindige cDNA-Klon CYPPzpHt2 besitzt eine Léange von 1704 Bp mit einem ORF,
der 511 Aminoséduren codiert. Bei einer erneuten Genbankrecherche zeigte dieser ORF mit
72 % identischen Aminoséduren (bezogen auf 492 Aminosiuren) die grofte Homologie zu
einer gerade zu diesem Zeitpunkt verdffentlichten F3’H-Sequenz aus Petunia hybrida
(Acc.: AF155332). Mit der F3’,5’H aus Eustoma grandiflorum zeigte der vollstindige
cDNA-Klon CYPPzpHt2 mit nur noch 52 % identischen Aminosduren (bezogen auf 487
Aminoséduren) eine deutlich geringere Homologie, so dass man davon ausgehen konnte,
dass es sich bei diesem Klon wahrscheinlich um einen F3’H- und nicht um einen F3°,5’H -

c¢DNA-Klon aus P. zonale handelte.
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C.5 Ansatz zur Klonierung der F3’H bei Matthiola incana durch differen-

tielle PCR-Amplifikation mit einem F3’,5’H-spezifischen Primer

Da es nicht gelungen war, ein F3’H-spezifisches cDNA-Fragment aus M. incana durch
subtraktive Hybridisierung zweier differentieller cDNA-Populationen zu isolieren (siche
C.1), wurde der Versuch unternommen, durch PCR-Amplifikation mit Hilfe des F3’,5 H-
spezifischen Primers HFDM ein entsprechendes Fragment zu isolieren (siehe C.3). Auf-
grund der groBen funktionellen Ahnlichkeit der F3’H und der F3’,5°H und der Zugehorig-
keit beider Enzyme zu den CYP-Enzymen sollte es mdglich sein, mit diesem F3’,5 H-spe-
zifischen Primer ebenfalls ein F3°,5’H spezifisches Fragment durch PCR zu amplifizieren.
Da HFDM zudem von der bei CYP-Enzymen grundsitzlich stark konservierten Himbin-
dungsregion abgeleitet wurde und da bereits mit diesem Primer ein F3’H-spezifisches
cDNA-Fragment aus P. zonale isoliert wurde, war von einer hinreichenden Homologie
auszugehen (siche C.4). Bei der PCR-Amplifikation von unspezifisch synthetisierter
cDNA der Linie 04 mit F3’H-Aktivitét traten jedoch zunéchst keine PCR-Produkte in dem

erwarteten Groflenbereich auf.

Nach verschiedenen Modifikationen der PCR und einer Verringerung der Annealing-Tem-
peratur wurde ein ca. 400 Bp groBes DNA-Molekiil verstarkt amplifiziert (Abb. 25). Neben
diesem Fragment traten nur noch vermehrt PCR-Produkte mit einer Gréf3e um 50 und 100
Bp auf, bei denen es sich vermutlich um Primerdimere bzw. um einen Uberschuss an Pri-
mer handelte. Die dicht oberhalb der 400 Bp grofen Bande des DNA-Markers liegende
Bande wurde aus dem Agarosegel eluiert, in einen PCR-Klonierungsvektor kloniert und
nachfolgend sequenziert. Die Nukleotidsequenz des 366 Bp groB3en Fragments CYP-MipHt
zeigte dabei einen CYP-spezifischen ORF, der 77 Aminosduren codiert, gefolgt von einem
Trailer-Bereich und einem Poly(A) -Ende. Zusammen mit dem hinter dem Poly(A)"-Ende
liegenden 20 Bp langen Adapteranteil, der komplementér zu dem unspezifischen Amplifi-
kationsprimer AUAP ist, hatte das PCR-Amplifikat eine Gesamtlinge von 386 Bp. Auf-
grund der hoheren Salzkonzentration der PCR-Ansétze gegeniiber dem verwendeten DNA-
Molekulargewichtsmarker war die Migrationsgeschwindigkeit des Fragmentes durch das 3
%ige Low-Melt-Agarosegel vermindert, so dass das DNA-Fragment daher ein groBere

Lange aufzuweisen schien als es tatséchlich besall (Abb. 25).
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Matthiola incana (Linie 04 mit F3’-H-Aktivitét)

60,1 °C
59,8 °C
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Abb. 25: PCR-Amplifikation von cDNA aus M. incana (Linie 04) mit den Primern HFDM und AUAP im
Gradiententhermozykler bei Annealing-Temperaturen zwischen 50,3 und 60,1 °C. Jeweils 20 pl der PCR-

Ansitze (50 pl) wurden in einem 3 %igen Low-Melt-Agarosegel analysiert (siehe auch weitere Erlduterungen
im Text).

Bei der Genbankrecherche zeigte der 77 Aminosduren umfassende ORF von CYPMipHt
mit 88 % identischen Aminosduren (bezogen auf 67 AS) die groBBte Homologie zu einem
»Putative cytochrome P450 aus Arabidopsis thaliana (Acc. : AC006193). Zu der kurz zu-
vor im Dezember 1999 veroffentlichten F3°H aus A. thaliana (Acc. : AL133421) zeigte er
mit 38 % identischen Aminoséduren (bezogen auf 73 AS) hingegen nur eine verhdltnismé-
Big geringe Homologie. Mit der zweiten in der Zwischenzeit verdffentlichten F3°H-Se-
quenz aus Petunia hybrida (Acc. : AF155332) verfiigte der ORF von CYPMipHt iiber eine
dhnlich geringe Homologie. Da dies auch auf die verdffentlichten F3’,5’H-Sequenzen zu-
traf, war davon auszugehen, dass es sich bei CYPMipHt nicht um ein F3’H-spezifisches
Fragment handelte. Diese Annahme wurde zusétzlich dadurch erhértet, dass es gelang,
CYPMipHt unter gleichen Bedingungen auch aus Levkojenlinien ohne F3’H-Aktivitit zu
isolieren. Es wurde daher kein Versuch unternommen, den vollstindigen cDNA-Klon von
CYPMipHt zu isolieren. Die Nukleinsduresequenz von CYPMipHt mit der entsprechenden
Aminosduresequenz ist in Anhang G.2. dargestellt.

Bei einem Vergleich des Nukleinsdurealignments der bekannten F3’,5’H-Sequenzen mit
einem Alignment der mittlerweile bekannten F3’H-Sequenzen zeigte sich, dass die Him-
bindungsregion (Domidne D), von der der verwendete 41-mer HFDM abgeleitet wurde
(sieche C.3), bei den Flavonoid 3’°,5’-Hydroxylasen auf Nukleinsdure-Ebene wesentlich

starker konserviert ist als bei den Flavonoid 3’-Hydroxylasen.
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Wihrend bei den F3’,5’H-Sequenzen iiber die Linge dieser 41 Nukleotide 30 identische
Basen auftraten, waren es bei den F3’H-Sequenzen nur 23. Hinzu kam, dass bei dem
F3°,5’H-Alignment 7 Sequenzen zugrunde lagen, bei dem F3’H-Alignment hingegen nur
5. Bei diesen 5 Sequenzen handelte es sich um die zwei Sequenzen, die im Zuge des Gen-
bank-Screenings aus C. chinensis isoliert werden konnten (siehe C.2), dem F3’H-cDNA-
Klon aus P. zonale (siche C.4) und den kurz zuvor verdffentlichten F3’H-cDNA-Sequen-
zen aus P. hybrida und A. thaliana (s.o.). Der aufgrund des Alignments dieser Sequenzen
angefertigte Primer HTDM (Abb. 25) wies auf 14 Positionen eine andere Nukleotidse-
quenz auf als HFDM. AuBlerdem wurde HTDM angesichts der geringeren Homologie der
F3’H-Sequenzen innerhalb dieses Bereiches gegeniiber HFDM um 3 Nukleotide auf 44

Nukleotide verlangert:

A. thaliana GGAAGCGATTTCGAGCTAATACCGT TCGGAGCT GGGAGGAGAAT
P. hybrida GCGAATGACTTTGAAGT CATACCATTTGGAGCT GGACGT AGGAT
C. chinensis (CYPCcpHt1l) GGAAATGATTTTGAGGTCATACCATTTGCGGECCGGGAGAAGAAT
C. chinensis (CYPCcpHt2) GIrAAATGATTTTGAAGTCTTGCCATTTGGGEGECCCGACGAAGGAT
P. zonale (CYPPzpHt 2) GGT AATGACTTTGAGCT CATACCATTTGGT GCCCGACGGAGGAT

* * % **%x k% * * *%x ** ** ** *x* * k% k%

GG AGCGACTTCGAGCTCATGCCGI TCGE GCCGGEGECAE AGGAT
T AT T AGATA A T T AA A

HTDM G GT) | A( GA) ( CT) GACTT( CT) GA( GA) ( CG) T( CA) ( AT) T( GA) CC( GA) TT( CT) GG GC( C
T) GG GA) ( CA) G AG( GA) AT

Abb. 26: Nukleinsdurealignment von fiinf F3’H-cDNA-Sequenzen zur Anfertigung des F3’H-spezifischen
PCR-Primers HTDM. * = absolut konservierte Nukleotide, I = Deoxyinosin. Positionen (Wobbles), in denen
bei der Primersynthese jeweils eins von zwei unterschiedlichen Nukleotiden eingebaut sein kdnnen, sind in
Klammern dargestellt (siehe auch weitere Erléduterungen im Text).

C.5.1 Differentielle PCR-Amplifikation

Bei der PCR-Amplifikation von ¢cDNA aus den Petalen von M. incana mit dem PCR-Pri-
mer HTDM und dem unspezifischen Amplifikationsprimer AUAP (siehe B.5.6.4) wurden
cDNA aus einer Levkojenlinie mit F3’H-Aktivitdt (Linie 04) und cDNA aus einer Levko-
jenlinie ohne F3’H-Aktivitdt (Linie 12) amplifiziert. Die PCR-Reaktionen wurden unter
moglichst gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Bei der PCR mit cDNA der Linie 04 sollte
dabei mindestens ein zusétzliches Amplifikat auftreten, welches einem F3’H-spezifischen
Fragment entspriache und welches bei der PCR mit cDNA der Linie 12 nicht auftrat. Bei
einem direkten Vergleich beider PCR-Ansétze sollte sich dieses Amplifikat leicht identifi-

zieren und isolieren lassen.

100



C. Ergebnisse

Die PCR im Gradiententhermozykler wurde zundchst bei Annealing-Temperaturen zwi-
schen 55,3 und 65,1 °C durchgefiihrt und zeigte bei der Analyse der PCR-Produkte bereits
deutlich eine differentielle Bande mit einer Gro3e von ca. 500 Bp, die nur in dem Ansatz
mit cDNA der Linie 04 auftrat. Bei der anschlieBenden PCR mit Annealing-Temperaturen
zwischen 60,3 und 70,1 °C bildete sich diese Bande noch deutlicher heraus (Abb. 27). Ne-
ben dieser Bande traten noch zwei weitere nicht differentielle Banden mit einer Gro3e von
ca. 200 und 400 Bp in beiden Ansidtzen auf. Bei den Reaktionsansdtzen mit den hochsten
Annealing-Temperaturen von 69,2 und 70,1 °C trat auBerdem bei beiden Ansdtzen ein aus
zwel Banden bestehendes Muster auf. Diese stark ausgeprigten Banden mit einer Grof3e
von ca. 260 bzw. ca. 480 Bp traten auch in Kontrollversuchen nur bei sehr hohen Annea-

ling-Temperaturen auf, wéahrend sie bei nur geringfiigig niedrigeren Temperaturen ganzlich
fehlten.

Es schien sich daher bei dem abrupten Auftreten dieser Banden um PCR-Artefakte zu han-
deln, wie man sie hdufig bei hohen Annealing-Temperaturen beobachten kann. Von den
PCR-Produkten wurde zunichst nur die ca. 500 Bp grof3e differentielle Bande aus dem
Agarosegel eluiert, in einen geeigneten PCR-Klonierungsvektor kloniert und nachfolgend

sequenziert.

Matthiola incana (Linie 04 mit F3’-H-Aktivitit) Matthiola incana (Linie 12 ohne F3’°-H-Aktivitit)

§ # | -

e

70,1 °C

. 692°C

68,4 °C

65,5 °C

62,9 °C

60,9 °C

60,3 °C

Qﬂ‘r s T S il ' F 4 g <100 Bp-

A 1000 Bp A 500 Bp A 500 Bp A 200 Bp Marker

Abb. 27: Gradienten-PCR mit cDNA einer plus Linie mit F3’H-Aktivitit (Linie 04) und einer minus Linie
ohne F3’H-Aktivitdt (Linie 12). Beide cDNA-Populationen wurden unter Standardbedingungen mit dem
Adapterprimer AUAP und dem F3’H-spezifischen Primer HTDM bei Annealing-Temperaturen zwischen
60,3-70,1 °C amplifiziert. (weitere Erlduterungen siche Text).
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C.5.2 Verifikation eines putativen F3°’H-cDNA-Fragments

Bei der Sequenzanalyse des cDNA-Fragments, welches der differentiellen Bande im Aga-
rosegel entsprach, stellte sich heraus, dass es sich dabei um ein 442 Bp grof3es Fragment
handelte, das zusammen mit dem 20 Bp groB3en unspezifischen Adapteranteil eine Gesamt-
grofle von 462 Bp besal3. Dass das Fragment in dem in Abb. 27 dargestellten linken Agaro-
segel eine erheblich grofere Fragmentgrofle zu besitzen schien, hiangt vor allem mit der im
Vergleich zu den DNA-Molekulargewichtsmarkern héheren Salzkonzentrationen der PCR-
Ansidtze zusammen. Aullerdem spielt die Salzkonzentration des Elektrophoresepuffers und
wie héufig dieser schon verwendet wurde eine Rolle. Besonders in hoch auflésenden,
hochkonzentrierten Low-Melt-Gelen konnen diese Faktoren die Migrationseigenschaften
von Nukleinsduren stark beeinflussen, wobei die Unterschiede des Laufverhaltens mit zu-
nehmender Dauer der Elektrophorese immer geringer ausgeprdgt sind und sich immer
mehr angleichen.

Dies ist auch in Abb. 27 bei dem Vergleich der beiden Gele deutlich zu erkennen. In dem
rechten Agarosegel, bei dem die Elektrophorese iiber einen ldngeren Zeitraum durchge-
filhrt wurde, schienen die nicht differentiellen Banden eine wesentlich grof3ere Fragment-
lange zu besitzen als die entsprechenden Banden im linken Gel. Besonders deutlich war
dies bei dem ca. 400 Bp groBBen Fragment ausgeprigt. Wéhrend es im linken Gel knapp
oberhalb der 400 Bp-Bande des Markers zu erkennen war, befand es sich im rechten Gel
deutlich unterhalb dieser Bande. Bei spdteren Analysen dieses Fragments stellte sich her-
aus, dass es sich in beiden Fillen um das Fragment CYPMipHt handelte, welches bereits
zuvor mit Hilfe des F3’,5’H-spezifschen Primers HFDM isoliert werden konnte (s.o. bei
C.5). Dabei war dieses Fragment mit einer tatsdchlichen Lénge von 386 Bp inklusive
Adapteranteil deutlich kleiner als die 400 Bp-Bande des Molekulargewichtsmarkers.

Bei dem differentiellen 442 Bp groflen Fragment CYPL4pHT konnte ein durchgehender
CYP-spezifischer ORF festgestellt werden, der 84 Aminosduren codiert. Dem ORF folgt
ein nicht codierender Trailer-Bereich mit Poly(A)'-Ende. Bei der Genbankrecherche zeigte
der ORF von CYPL4pHt bezogen auf die gesamten 84 Aminosiuren mit 89 % identischen
Aminosduren eine sehr grofe Homologie zu dem F3’H-cDNA-Klon aus 4. thaliana.
Deutlich geringer, aber immer noch sehr hoch fiel mit 64 % identischen Aminosduren
(bezogen auf die ersten 79 Aminosiuren) die Ubereinstimmung mit dem F3’H-cDNA-

Klon aus P. hybrida aus.
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Mit den putativen F3’H-cDNA-Fragmenten CYPCcpHt1, CYPCcpHt2 und CYPPzpHt2
zeigte CYPLApHt mit 65 %, 69 % und 64 % identischen Aminosduren bezogen auf den ge-
samten ORF ebenfalls eine sehr groBe Homologie, so dass mit hoher Wahrscheinlichkeit
davon auszugehen war, dass mit der Isolierung des differentiellen PCR-Produkts auf An-

hieb ein F3’H-spezifisches Fragment kloniert wurde.

C.5.3 RLM-RACE eines putativen F3°’H cDNA-Klons

Wie bereits bei cDNA-Fragmenten aus C. chinensis (sieche C.2.1), L. rantonnetii (siche
C.3.2) und P. zonale (siehe C.4.2) konnte mit dem hocheffizienten RLM-RACE-Verfahren
auf Anhieb ein vollstdndiger cDNA-Klon generiert werden (siehe B.5.8.2 und D.5.1). Der
vollstindige cDNA-Klon CYPL4pHt hat eine GroBe von 1748 Bp und besitzt einen ORF,
der 513 Aminoséduren codiert.

Wie bereits das Fragment, zeigte auch der vollstindige Klon bezogen auf den gesamten
ORF mit 88 % identischen Aminosduren die groffite Homologie zu der F3’H-cDNA-Se-
quenz aus A. thaliana. Zu der F3’H-Sequenz aus P. hybrida zeigte es eine Ubereinstim-
mung in der Aminosduresequenz von 66 %. Zu den vollstindigen Klonen CYPCcpHtl,
CYPCcpHt2 und CYPPzpHt1 zeigte der ORF von CYPL4pHt mit 63 %, 64 % und 65 %
identischen Aminosiuren #hnlich groBe Ubereinstimmungen (sieche C.7). Bei der PCR-
Amplifikation des gesamten ORF mit ,,end-to-end* Primern zeigte sich, dass CYPL4pHt
nur mit cDNA der 8 plus Linien (01-08) von M. incana, die iiber eine F3’H-Aktivitdt ver-
fligen, amplifiziert werden konnte. Mit cDNA der acht minus Linien (09-16) konnte
CYPLA4pHt hingegen nicht amplifiziert werden. Die vollstindige Nuklein- und Aminosiu-
resequenz von CYPL4pHt (Acc. : AF313491), sowie alle verwendeten Primer sind im An-
hang G.3 abgebildet.
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C.6 Klonierung weiterer F3’H- und F3’,5’H-spezifischer ¢cDNA-Frag-

mente aus weiteren Pflanzen

Bei dem Versuch F3’H- bzw. F3’°,5’H-spezifische cDNA-KLone aus weiteren Zierpflan-
zen zu isolieren, konnte lediglich aus der Hortensie (Hydrangea macrophylla) ein einzel-
nes CYP-spezifisches cDNA-Fragment isoliert werden. Dieses 361 Bp groBe Fragment
CYPHm] codiert einen ORF von 73 Aminosduren und wurde mit Hilfe des F3°,5’H-spezi-
fischen Primers HFDM durch PCR-Amplifikation von unspezifisch synthetisierter cDNA
kloniert (sieche B.5.6.4 und C.3). Bei der Genbankrecherche zeigte CYPHm1 mit 54 %
identischen Aminosiuren (bezogen auf den gesamten ORF) die grof3te Homologie zu einer
»(S)-N-methylcoclaurine 3'-hydroxylase® (Acc.: AF134590) aus Papaver somniferum. Die
grofite Homologie zu der Aminosduresequenz einer F3’- oder einer F3°,5’H zeigte das
Fragment zu der in dieser Arbeit klonierten F3’,5°H aus C. chinensis (siche C.2). Da die
Homologie mit 45 % identischen Aminosduren (bezogen auf 72 AS) jedoch weit unter dem
erwarteten Wert lag, wurde kein Versuch unternommen, einen ,,full-length* Klon zu isolie-
ren. Die Nukleotidsequenz von CYPHm]1 ist zusammen mit dem putativen ORF im An-

hang G.2. dargestellt.
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C.7 Sequenzanalyse von F3’H- und F3°’,5’H-cDNA

Zu Beginn dieser Arbeit waren noch keine F3’H-Sequenzen verdffentlicht. Im Verlauf der
Arbeit wurden nacheinander die Nukleotid- und Aminosiuresequenz der F3’H von P.
hybrida (Brugliera et al., 1999) und von A. thaliana (Schoenbohm et al., 2000) verdffent-
licht (siehe auch Anhang G.5). Der Sequenzvergleich dieser und der 4 in dieser Arbeit klo-
nierten F3’H-Sequenzen zeigt, dass die F3’H-Sequenzen sowohl auf DNA- als auch auf
Protein-Ebene eine grole Homologie aufweisen. Die durchschnittliche Homologie der
F3’H-Sequenzen liegt auf DNA-Ebene bei 65,1 % und auf Protein-Ebene bei 68,0 %.
Wenn die Homologie zwischen den beiden Sequenzen aus C. chinensis nicht beriicksich-
tigt wird, betriigt die durchschnittlich Ubereinstimmung 64,5 % auf DNA-Ebene und auf
67,5 % auf Protein-Ebene.

Es muss darauf hingewiesen werden, dass bei der Klassifizierung von CYP-Sequenzen
ausschlieBlich strukturelle Kriterien beriicksichtigt werden, die nicht zwingend eine Aus-
sage lber die Funktion der entsprechenden Enzyme machen. Es ist besonders bei CYP-En-
zymen bekannt, dass innerhalb einer Unterfamilie kleinste strukturelle Unterschiede die
Funktion der Enzyme entscheidend verdndern koénnen (Lindberg und Negishi, 1989). Die-
ses ist offensichtlich bei der F3°,5’H aus C. chinensis (CYPCcpHtl) der Fall, welche auf-
grund ihrer Aminosduresequenz in die F3’H-Sequenzen eingruppiert wird, jedoch eindeu-
tig eine F3’,5°H ist. Auffallend ist, dass die beiden Sequenzen aus C. chinensis auf DNA-
Ebene mit 77 % Ubereinstimmung eine hohere Ubereinstimmung zeigen als auf Protein-
Ebene mit 74 %. Alle anderen Sequenzen zeigen im paarweisen Vergleich auf DNA-Ebene

eine niedrigere Homologie als auf Protein-Ebene.

Tab. 9: Homologiematrix der F3’H-Sequenzen

At Ph Mi Ccl Cc2 Pz

At - 61 88 61 64 61
Ph 66 - 62 66 69 61
Mi 88 66 - 60 62 61
Ccl 62 66 63 - 77 61

Cc2 66 74 64 74 - 63
Pz 65 70 65 63 68 -

Im oberen Teil der Matrix ist die Homologie der Sequenzen in % auf DNA-Ebene wiedergegeben (es wurde
nur der codierende Bereich der cDNA beriicksichtigt), im unteren Teil auf Protein-Ebene.

At: Arabidopsis thaliana, Ph: Petunia hybrida, Mi: Matthiola incana, Ccl: Callistephus chinensis
(CYPCcpHtl), Ce2: Callistephus chinensis (CYPCcpHt2), Pz: Pelargonium zonale.
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Zu Beginn dieser Arbeit waren bereits 7 F3°,5’H-Sequenzen aus E. russellianum, E. gran-
diflorum, G. triflora, C. medium, P. hybrida (Hf1), P. hybrida (Hf2) und S. melongena be-
kannt (siche Anhang G.5), von denen der F3’,5’H-spezifische Primer HFDM abgeleitet
wurde (siche C.3). Im Verlauf der Arbeit wurde die Sequenz von C. roseus verdffentlicht

(Kaltenbach et al., 1999).

Der Sequenzvergleich dieser 8 mit der in dieser Arbeit klonierten F3’°,5’-cDNA-Sequenz
aus L. rantonnetii zeigt eine durchschnittliche Ubereinstimmung der Sequenzen von 71,8
% auf DNA-Ebene und 74,6 % auf Protein-Ebene. Wenn die Homologien zwischen den,
als allelische Varianten anzusehenden, cDNA-Sequenzen von E. russellianum und E.
grandiflorum und zwischen den beiden P. Hybrida-Sequenzen Hf1 und Hf2 nicht beriick-
sichtigt werden, betriigt die durchschnittliche Ubereinstimmung 70,4 % auf DNA- und 73,3
% auf Protein-Ebene. Damit zeigen die F3’,5’H-Sequenzen in jedem Fall eine deutlich ho-

here Ubereinstimmung auf DNA- und Protein-Ebene als die F3’H-Sequenzen.

Tab.10: Homologiematrix der F3’,5’H-Sequenzen

Phl Ph2 Sm Er Eg Gt Cm Cr Lr
Ph1 - 94 80 68 68 67 68 74 84
Ph2 94 - 79 67 67 68 67 75 84
Sm 82 82 - 66 66 67 62 68 87
Er 74 73 70 - 98 75 64 73 67
Eg 74 73 71 98 - 75 63 70 67
Gt 74 75 68 77 77 - 66 72 67
Cm 67 67 65 64 63 63 - 69 63
Cr 76 78 73 76 76 74 68 - 69
Lr 87 87 86 71 71 71 66 74 -

Im oberen Teil der Matrix ist die Homologie der Sequenzen in % auf DNA-Ebene wiedergegeben (es wurde
nur der codierende Bereich der cDNA beriicksichtigt), im unteren Teil auf Protein-Ebene.

Ph1: Petunia hybrida (Hf1), Ph2: Petunia hybrida (Hf2), Sm: Solanum melongena, Er: Eustoma russellia-
num, Eg: Eustoma grandiflorum, Gt: Gentiana triflora, Cm: Campanula medium, Cr: Catharanthus roseus,
Lr: Lycianthes rantonnetii.
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C.8 Heterologe Expression der klonierten ,,full-length* ¢cDNA-Klone in
Hefe

Die vollstindigen offenen Leserahmen der putativen F3’H-cDNA-Klone aus Callistephus
chinensis CYPCcpHt1 und CYPCcpHt2 (siehe C.2), aus Pelargonium zonale CYPPzpHt1
(siche C.4) und aus Matthiola incana CYPL4pHt (siehe C.5), sowie der putative F3°,5 H-
cDNA-Klon aus Lycianthes rantonnetii CYPLrpHf2 (siehe C.3), wurden zur Verifikation
der Genexpression in geeignete Expressionsvektoren (sieche B.4.2) kloniert und in unter-
schiedlichen Hefestimmen exprimiert. Die verwendeten Hefestimme unterschieden sich in
erster Linie hinsichtlich ihrer Cytochrom P450-Reduktase (CPR), die fiir die Aktivitit von
CYP-Enzymen von essentieller Bedeutung ist. Fiir die heterologe Expression der cDNA-
Klone wurden sowohl Stimme mit natiirlicher hefeeigener CPR als auch Stimme, die mo-

difizierte und dadurch leistungsfahigere CPRs enthielten, verwendet (siche B.4.1).

C.8.1 Nachweis der CPR-Aktivitit in Hefemikrosomen

Der Nachweis der Cytochrom P450-Reduktase-Aktivitdt wurde bei sdémtlichen Mikroso-
menpréiparationen aus Hefe durchgefiihrt (sieche B.6.3). Dariiber hinaus sollte festgestellt
werden, in welchem Ausmal} die Aktivitét der getesteten CYP-Enzyme mit der CPR-Akti-

vitat korreliert.

Tab. 11: Nachweis der CPR-Aktivitit in Hefemikrosomen.

Pflanze c¢DNA-Klon Expressionvektor Hefestamm CPR-Aktivitit *
C. chinensis CYPCcpHtl pYES2® INVScl 796,038
C. chinensis CYPCcpHt2 pYES2.1/V5-His-TOPO® INVScl 545,463
P. zonale CYPPzpHt1 pYES2.1/V5-His-TOPO" INVScl 739,529
L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYeDP60 W(R) 7422,857
L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYeDP60 WATI11 5343,180
L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYeDP60 WAT21 2922,392
L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYeDP60 INVScl 324,710
L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYES2® INVScl 442,022
L. rantonnetii CYPLrpHf2 pYES2.1/V5-His-TOPO® INVScl 337,450
M. incana CYPL4pHt pYES2® INVScl 750,647

a) Reduziertes Cytochrom ¢ [nmol] /min * mg mikrosomales Protein in 50 mM Tris-HCI Puffer pH 7,4 und 1mM KCN.
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In jeder der untersuchten Mikrosomenpréiparationen konnte eine deutlich ausgeprigte
CPR-Aktivitdt beobachtet werden (Tab.11). Besonders hohe Umsitze zeigten die von
Herrn Dr. D. Pompon zur Verfiigung gestellten haploiden Saccharomyces cerevisiae
Staimme W(R), WAT11 und WAT21 (siehe B.4.1). Bei diesen Stimmen wurde der hefeei-
gene CPR-Promotor durch einen Galaktose induzierbaren GAL10-CYC1 Promotor, der
durch ,genetic engineering* in das Hefegenom eingeschleust worden war, ausgetauscht.
Dabei wurde der CPR-Wildtyp beim Stamm W(R) beibehalten, wiahrend bei WATI11 und
WAT21 auch das Gen, welches die Wildtyp-CPR codiert durch ein CPR-Gen aus A. thali-
ana ausgetauscht wurde. Der kommerziell erworbene diploide Hefestamm INVScl, der
nur iiber die Wildtyp-CPR verfiigt, zeigte in allen Ansétzen eine deutlich geringere CPR-

Aktivitét als die transgenen Stimme.

Dass die CPR-Aktivitdten aller getesteten Hefestimme deutlich {iber den von Herrn Dr.
Pompon angegebenen CPR-Aktivititen lagen, liegt moglicherweise daran, dass die unter-
suchten Hefestdimme vor der Mikrosomenpréparation mit Raffinose und nicht mit Glukose
angezogen wurden. Raffinose gewihrleistet auch wiahrend der Hefeinduktion mit Galak-
tose eine optimale Energieversorgung der Hefezellen und hat im Gegensatz zu Glukose
keinen inhibierenden Einfluss auf die durch Galaktose induzierbaren Promotoren, die die
Expression der CPR in den modifizierten Hefestimmen und der klonierten CYP-Gene in

den Hefeexpressionsvektoren steuern (siche B.4.1 und B.4.3.).
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C.8.2 Heterologe Expression der putativen F3’H-cDNA-Klone aus Cal-
listephus chinensisin Hefe

Um die isolierten cDNA-Klone aus C. chinensis heterolog in Hefe zu exprimieren, wurden
die offenen Leserahmen von CYPCcpHt1 und CYPCcpHt2 mit ,,end-to-end* Primern durch
PCR amplifiziert und in geeignete Hefeexpressionsvektoren kloniert (siche Anhang G.3).
Aufgrund einer internen BamHI-Schnittstelle bei CYPCcpHt1 und einer internen EcoRI-
Schnittstelle bei CYPCcpHt2 konnten beide Klone nicht ohne weiteres in den Hefeexpres-
sionsvektor YeDP60 kloniert werden, da dieser zwischen dem Promotor und dem Termi-
nator nur eine EcoRI- und eine BamHI-Schnittstelle besitzt (siche B.4.2).

CYPCcpHt1 wurde daher in den Hefevektor pYES2® kloniert, der iiber eine ,,multiple clo-
ning site* mit zahlreichen Restriktionsschnittstellen verfiigt. Bei der PCR-Amplifikation
des ORF wurden dazu mit Hilfe der verwendeten PCR-Primer am 5°-Ende eine HindIlI-
Schnittstelle und am 3’-Ende eine Xhol-Schnittstelle eingefiigt. Das PCR-Produkt konnte
dadurch in den Hefevektor, der mit den gleichen Restriktionsenzymen linearisiert worden
war, einkloniert werden (siehe B.4.2 und B.5.9.2).

CYPCcpHf2 wurde ohne Zwischenklonierung direkt nach der PCR-Amplifikation durch
T/A-Cloning in den Hefevektor pYES2.1/V5-His-TOPO® einkloniert (siche B.4.2). Die
beiden verwendeten Hefeexpressionsvektoren, die nur iiber einen URA3 Komplementati-
onsmarker verfiigen, wurden in den Uracil auxotrophen Hefestamm INVSc1 transformiert
(siehe B.4.1). Mit den transformierten Hefen wurden sowohl in vivo Enzymtests (siche
B.6.2.1) als auch Enzymtests mit Mikrosomenpréparationen (siche B.6.2.2) durchgefiihrt.
Bei den durchgefiihrten in vivo Enzymtests konnte in keinem der transformierten Hefekul-
turen eine F3’H- oder F3’°,5’H-Aktivitit nachgewiesen werden. Nach mehrfacher Wieder-
holung der Enzymtests und der Kontrollsequenzierung der transformierten Expressions-
konstrukte wurden von jeweils einem der beiden Transformationsansidtze Mikrosomen
prépariert und mit diesen in vitro Enzymtests durchgefiihrt.

In dem Ansatz, in dem die Expression von CYPCcpHt2 nachgewiesen werden sollte,
konnte auch bei diesem Enzymtest keine F3’H- oder F3’,5’H-Aktivitit, jedoch eine deutli-
che CPR-Aktivitit gemessen werden (siehe C.8.1).

In den Enzymtests mit Mikrosomen aus Hefen, die mit dem in den Expressionsvektor
einklonierten ORF von CYPCcpHt1 transformiert worden waren, konnte eine deutliche

Enzymaktivitit nachgewiesen werden.
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In den in Abbildung 28 dargestellten Enzymtests wurden in einem Test jeweils 5 ul 1 : 5
verdiinnte Mikrosomenfraktion (Abb. 28a) und im anderen Test jeweils 50 ul 1 : 5 ver-
diinnte Mikrosomenfraktion (Abb. 28b) aus drei verschiedenen Priparationen eingesetzt.
Dabei handelte es sich um Mikrosomen aus Hefen, in denen die cDNA-Klone CYPLrpHf2
aus L. rantonnetii (Spur 1), CYPCcpHtl aus C. chinensis (Spur 2) und CYPLA4pHt aus M.
incana (Spur 3) exprimiert werden sollten. Die Enzymtests wurden unter Standardbedin-

gungen in gedffneten Eppendorfgefiaen durchgefiihrt (siche B.6.2.2).

NAR

PHF

a) | b)

Abb. 28: Enzymtests zum Nachweis der Expression des cDNA-Klons CYPCcpHt1 aus C. chinensis in trans-
formierten Hefen im Vergleich zur Expression von Genen aus L. rantonnetii und M. incana. a) Ansétze mit
jeweils 5 ul 1 : 5 verdiinnter Mikrosomenfraktion (£ 0,7836 ug Protein). b) Ansitze mit jeweils 50 ul 1: 5
verdiinnter Mikrosomenfraktion (£ 7,836 ug Protein). Spur 1: CYPLrpHf2 aus L. rantonnetii; Spur 2:
CYPCcpHtl aus C. chinensis; Spur 3: CYPL4pHt aus M. incana; M: Vergleichssubstanzen (NAR = Narin-
genin, ERI = Eriodictyol, PHF = Pentahydroxyflavanon).

Der Enzymtest, in dem 5 pl verdiinnte Mikrosomenfraktion verwendet wurden, zeigte in
Spur 2 und Spur 3 einen deutlichen Umsatz des eingesetzten Naringenins zu Eriodictyol.
Dabei wurde das Naringenin von den Mikrosomen, in denen CYPL4pHt aus M. incana
exprimiert werden sollte, zu 88,9 % umgesetzt (Spur 3). Die Mikrosomen, in denen die
Aktivitdt von CYPCcpHtl aus C. chinensis bestimmt werden sollte, setzten das eingesetzte
NAR hingegen nur zu 41,5 % um (Spur 2). Die Mikrosomen, in denen CYPLrpHf2 aus L.
rantonnetii exprimiert werden sollte, zeigten in beiden Tests keine Enzymaktivitdt (jeweils

Spur 1).
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Im zweiten Enzymtest, in dem 50 pl verdiinnte Mikrosomenfraktion eingesetzt wurden,
setzten die ,,CYPL4pHt-Mikrosomen* das gesamte Naringenin zu Eriodictyol um, wéh-
rend von den ,,CYPCcpHtl-Mikrosomen* aus dem eingesetzten NAR neben dem 3’-
hydroxylierten Eriodictyol auch 3’°,5’-hydroxyliertes Pentahydroxyflavanon gebildet
wurde. Das eingesetzte NAR wurde dabei zu 70,7 % zu ERI und zu 20,0 % zu PHF umge-
setzt.

Bezogen auf den Gesamtproteingehalt wurde im ersten Enzymtest bei den ,,CYPL4pHt-
Mikrosomen* eine spezifische Enzymaktivitit von 16,954 pkat/mg Protein ermittelt. Bei
den ,,CYPCcpHtl-Mikrosomen* wurde im gleichen Test mit 7,378 pkat/mg Protein eine
deutlich schwichere Enzymaktivitdt gemessen. Im zweiten Enzymtest, in dem die 10fache
Proteinmenge eingesetzt wurde, fiel die Enzymaktivitit der ,,CYPCcpHtl-Mikrosomen
mit 1,612 pkat/mg Protein noch wesentlich geringer aus, wobei hier die Enzymaktivitét
durch die Summe des 3’,4’-hydroxylierten Produktes ERI und des 3°,4°,5’-hydroxylierten
Produktes PHF berechnet wurde. Das in diesem Test ermittelte Verhéltnis von ERI zu PHF
von ca. 3,5 : 1 verringerte sich in weiteren Enzymtests, in denen die Inkubationszeit und
die eingesetzte Proteinmenge deutlich erhoht wurde, signifikant, wobei jedoch in sdmtli-
chen Tests jeweils mehr ERI als PHF gebildet wurde. In einem Enzymtest, in dem 50 pl
unverdiinnte Mikrosomenfraktion (£ 46,875 ng Protein) eingesetzt und der Versuchsan-
satz fiir 90 min bei 30 °C inkubiert wurde, konnte ein Verhéltnis der synthetisierten Pro-

dukte ERI und PHF von ca. 2,6 : 1 gemessen werden (Abb. 29).

ERI

PHF

r{v+1.rrrrrrrrrrr
I [N I N T [N T N N N N T IS I T Y [ I |
LN [N NN NN N NN N N N NN N NN N N N BN BN BN BN BN

" " " —— "
¥ ¥ + + + ¥ ¥ +

'] 3 3
50 100 150
Migration [mm]

=}

Abb. 29: Diinnschichtchromatographische Analyse der durch die Expression von CYPCcpHt1 aus C. chinen-
sis in Hefemikrosomen aus ['*C]-Naringenin synthetisierten Produkte. PHF = Pentahydroxyflavanon, ERI =
Eriodictyol, NAR = Naringenin (siche auch weitere Erlduterungen im Text).
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Dabei wurde das eingesetzte NAR zu 69,1 % zu ERI und zu 26,6 % zu PHF umgesetzt.
Weder durch eine Erhohung der eingesetzten Proteinmenge, noch durch Verldngerung der
Inkubationsdauer konnte eine weitere Verringerung des Verhiltnisses beider Produkte er-
zielt werden. Auch durch die Variation der Temperatur und des pH-Werts énderte sich das

Verhiltnis der Produkte nur noch geringfiigig.

Bei der Bestimmung des Temperaturoptimums zeigte sich, dass am meisten PHF bei einer
Temperatur von 25 °C gebildet wurde (Abb. 30). Der Umsatz an eingesetztem NAR war
bei einer Inkubation zwischen 15-30 °C anndhernd 100 %. Bei einer Inkubation bei 8 °C
und bei 40 °C wurde ebenfalls ein Grof3teil des eingesetzten NAR umgesetzt. Dabei wurde

jedoch fast ausschlieBlich ERI und so gut wie kein PHF gebildet.

4°C 8°C 15°C 20°C 25°C 30°C 40°C 50°C

<4NAR

<ERI

<4PHF

Abb. 30: Bestimmung des Temperaturoptimums der F3’,5’H CYPCcpHtl aus C. chinensis. Es wurden je-
weils 35 pl unverdiinnter Mikrosomenfraktion (£ 32,813 ug Protein) eingesetzt und fiir 90 min bei unter-
schiedlichen Temperaturen und ansonsten unter Standardbedingungen inkubiert (siche B.6.2.2). NAR = Na-
ringenin, ERI = Eriodictyol, PHF = Pentahydroxyflavanon (siche auch weitere Erlduterungen im Text).

Ein Totalumsatz des eingesetzten NAR konnte in keinem der durchgefiihrten Enzymtests
beobachtet werden, so dass die in diesem Test ermittelte Rate von 98 % gleichzeitig die

GroBenordnung des maximal erzielbaren Umsatzes darstellt.
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Bei Versuchen, in denen DHK als Substrat verwendet wurde, konnte ebenfalls eine deutli-
che Enzymaktivitdt gemessen werden. Das dabei eingesetzte DHK war z.T. stark mit NAR
aus der Substratsynthese verunreinigt, so dass in solchen Fillen neben DHK auch Naringe-
nin als Substrat fiir das Enzym diente. Bei dem in Abb. 31 dargestellten Enzymtest wurde
eine Mischung aus 54 % DHK und 46 % NAR als Substrat eingesetzt. Im ersten Ansatz
wurden 20 ul (2 18,75 pug Protein), im zweiten 50 ul (2 46,875 pg Protein) unverdiinnte
Mikrosomenfraktion eingesetzt. Beide Ansédtze wurden 60 min bei 30 °C unter Standard-

bedingungen (siche B.6.2.2) in offenen Eppendorfgefaen inkubiert.

<4NAR (Rest aus der Substratsynthese)

Abb. 31: Umsetzung von Dihydrokaempferol zu Dihydroquercetin durch den heterolog in Hefe exprimierten
cDNA-Klon CYPCcpHt1 aus C. chinensis. 1 = Ansatz mit 20 pl Mikrosomen (£ 18,75 pg Protein), 2 = An-
satz mit 50 pl Mikrosomen (£ 46,875 pg Protein). NAR = Naringenin, DHK = Dihydrokaempferol, ERI =
Eriodictyol, DHQ = Dihydroquercetin (sieche auch weitere Erlduterungen im Text).

In beiden Ansétzen konnte eine deutliche Bildung von DHQ aus DHK beobachtet werden.
Dabei wurde das eingesetzte DHK im ersten Ansatz zu 32 % und im zweiten Ansatz zu 72
% umgesetzt. Zu der Bildung des auch in 5’-Position hydroxylierten DHM kam es unter
den gegebenen Versuchsbedingungen nicht. Aus dem ebenfalls eingesetzten NAR wurde
ERI gebildet, wobei hier der prozentuale Umsatz des Naringenins im ersten Ansatz mit 54
% deutlich hoher lag als der Umsatz des Dihydrokaempferols. Im zweiten Ansatz hingegen
lag er mit 76 % jedoch nur noch leicht dariiber. Das an der 5’-Position hydroxylierte PHF

trat ebenfalls in keinem der beiden Ansétze auf.
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In einem weiteren Test, in dem mit 100 pl unverdiinnter Mikrosomenfraktion eine auf3er-
ordentlich groBe Enzymmenge eingesetzt wurde, konnte die Bildung von 3’,4’,5’-hydro-
xyliertem DHM aus 3°,4’-hydroxyliertem DHQ und aus 4’-hydroxyliertem DHK gemessen
werden (Abb. 32).

Dabei wurden 0,03 nmol radioaktives DHQ und 0,06 nmol radioaktives DHK, welches je-
doch stark mit NAR und einem weiteren unbestimmten Nebenprodukt aus der Substrat-
synthese verunreinigt war, eingesetzt. Beide Ansédtze wurden bei 25 °C fiir 90 min in offe-

nen Eppendorfgefdlen und ansonsten unter Standardbedingungen inkubiert (siche B.6.2.2).

NAR (Rest aus der Substratsynthese)

;4 ? (Nebenprodukt aus der Substratsynthese)

. «DHK

Abb. 32: Bildung von DHM aus DHK und DHQ durch den heterolog in Hefe exprimierten cDNA-Kon
CYPCcpHt1 aus C. chinensis. In beiden Ansitzen (200 pul) wurden 100 ul Mikrosomenfraktion (£ 93,75 ug
Protein) eingesetzt. M1 = Vergleichssubstanz DHK, M2 = Vergleichssubstanz DHQ. NAR = Naringenin, ? =
Nebenprodukt aus der Substratsynthese, DHK = Dihydrokaempferol, DHQ = Dihydroquercetin, DHM = Di-
hydromyricetin (siche auch weitere Erlduterungen im Text).

Die Bildung von DHM aus dem eingesetzten Substrat war in beiden Ansédtzen nur sehr
schwach, aber dennoch deutlich zu erkennen. Dabei wurden im ersten Ansatz 5 % des ein-
gesetzten DHQ zu DHM umgesetzt. Im zweiten Ansatz war der Umsatz von DHK zu
DHM mit 6 % nur geringfiigig stirker ausgeprigt. Diese ungewohnlich geringen Umsatz-
raten konnten auch bei weiteren Tests mit variierenden Versuchsbedingungen nicht mehr
gesteigert werden. Bei Kontrollversuchen mit Mikrosomenpréparationen aus untransfor-
mierten Hefen wurde kein Umsatz von NAR oder DHK beobachtet. Auch in Ansétzen
ohne NADPH wurde keines der verwendeten Substrate umgesetzt. Durch die Zugabe des
CYP-Hemmstoffes Tetcyclasis mit einer finalen Konzentration von 50 uM konnte die En-

zymaktivitit ebenfalls vollstdndig inhibiert werden.
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Zusammen mit der Aminosduresequenz klassifizieren diese Ergebnisse CYPCcpHtl zwei-
felsfrei als CYP-Enzym. Obwohl das CYPCcpHtl aufgrund seiner Aminoséuresequenz als
F3°H klassifiziert werden muss, handelt es sich bei diesem Enzym jedoch eindeutig um

eine F3°,5’H. In Tabelle 12 sind die in den Enzymtests maximal erzielten Substratumsétze

zusammengefasst.

Tab.12: Maximale Substratumsétze durch die F3’,5’H CYPCcpHtl aus C. chinensis.

3’-hydroxyliertes Substrat 3’,4’-hydroxyliertes Produkt [%] 3°,4°,5’-hydroxyliertes Produkt [%]
Naringenin Eriodictyol [69] Pentahydroxyflavanon [29]
Dihydrokaempferol Dihydroquercetin [72] Dihydromyricetin [6]

3’,4’-hydroxyliertes Substrat

Eriodictyol - Pentahydroxyflavanon [16]

Dihydroquercetin - Dihydromyricetin [5]
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C.8.3 Heterologe Expression des putativen F3’,5’H-cDNA-Klons
CYPLrpHf2 aus Lycianthesrantonnetii in Hefe

Zur heterologen Expression von CYPLrpHf2 in Hefe wurde der cDNA-Klon in die drei zur
Verfligung stehenden Hefeexpressionsvektoren einkloniert (sieche B.4.2). Dazu wurden
durch die bei der PCR verwendeten ,,end-to-end” Primer am 5’-Ende des ¢cDNA-Klons
eine BamHI-Schnittstelle und am 3°-Ende eine EcoRI-Schnittstelle eingefiigt. Mit dem in
die Hefevektoren pYES2® und pYES2.1/V5-His-TOPO® einklonierten cDNA-Klon wurde
der Uracil auxotrophe Hefestamm INVScl transformiert. Der in den Vektor YeDP60
einklonierte Klon wurde zusétzlich in die Adenin auxotrophen Staimme W(R), WATI11 und
WAT21 eingebracht. Neben den mit allen transformierten Hefen durchgefiihrten in vivo
Enzymtests wurden auBerdem von zwei INVScl-Kulturen, die mit CYPLrpHf2-pYES2®
bzw. mit CYPLrpHf2-pYES2.1/V5-His-TOPO® transformiert worden waren, Mikrosomen
préipariert und mit diesen in vitro Enzymtests durchgefiihrt. Bei den in vivo Enzymtests
konnte nur bei einer Expressionskonstrukt-Hefestamm-Kombination eine Aktivitit nach-
gewiesen werden. Dabei handelte es sich um INVSc1-Kulturen, die mit dem Expressions-
konstrukt CYPLrpHf2-pYES2.1/V5-His-TOPO® transformiert worden waren. Dabei trat
jedoch, wie aufgrund der Aminosduresequenz von CYPLrpHf2 zu vermuten war, keine
F3’,5’H-Aktivitit, sondern nur eine F3’H-Aktivitit auf. In den zwei durchgefiihrten Paral-
lelanséitzen, welche von zwei unterschiedlichen Transformationsanséitzen stammten, wurde

das eingesetzte NAR zu ERI umgesetzt (Abb. 33).

Abb. 33: In vivo Enzymtest (Bioconversion) mit CYPLrprZ—pYESZ.1/V5—His-TOPO®—K0nstrukt transfor-
mierten INVScl-Kulturen. 1 und 2 = Parallelansdtze, M = Vergleichssubstanzen. NAR = Naringenin, ERI
=Eriodictyol, PHF = Pentahydroxyflavanon (siche auch weitere Erlduterungen im Text)..
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Im gleichen Versuch diente das bereits eindeutig als F3’,5’H verifizierte CYPCcpHtl aus
C. chinensis als Positivkontrolle (siche C.8.2). Unter den gegebenen Versuchsbedingungen
wurde auch bei diesem Enzym nur eine F3’H-Aktivitit gemessen, so dass die Ergebnisse
dieses in vivo Tests keine eindeutigen Riickschliisse zulielen, ob es sich bei CYPLrpHf2
um eine F3’H oder eine F3’,5’H handelt. Die Inkubation der Kulturen mit dem radioaktiv
markierten Substrat erfolgte bei 28 °C fiir 16 Stunden und ansonsten unter standardisierten
Bedingungen (siche B.6.2.1). In beiden Ansédtzen wurde mit 57,5 % (Ansatz 1) und 56,5 %
(Ansatz 2) nahezu der gleiche Anteil an eingesetztem NAR umgesetzt. Bei einer Wieder-
holung dieser in vivo Tests mit denselben Hefekulturen, konnte zwar ein geringerer, jedoch

deutlich erkennbarer Umsatz von NAR zu ERI gemessen werden.

Im Gegensatz zu den in vivo Tests konnte bei keiner der beiden Mikrosomenpriparationen
eine Enzymaktivitit gemessen werden. Unerwarteterweise traf dies auch bei der Mikroso-
menpraparation von der Kultur, bei der zuvor eine F3’H-Aktivitit gemessen wurde, zu
(s.0.). Bei Enzymtests mit Mikrosomen aus untransformierten Kulturen der verwendeten
Hefestimme und bei entsprechenden in vivo Enzymtests mit diesen Kulturen wurde keine

Enzymaktivitdt gemessen.

C.8.4 Heterologe Expression des putativen F3’H-cDNA-Klons
CYPPzpH{t2 aus Pelargonium zonale in Hefe

Um den ORF des cDNA-Klons CYPPzpHt2 heterolog in Hefe zu exprimieren, wurde die-
ser mit Hilfe der PCR amplifiziert und nachfolgend direkt durch T/A-Cloning in den Ex-
pressionsvektor pYES2.1/V5-His-TOPO® einkloniert. Die bei der PCR verwendeten ,,end-
to-end* Primer fligten dabei am 5°-Ende des ORF eine EPstI-Schnittstelle und am 3’-Ende
eine EBst681-Schnittstelle ein. Durch einen Fehler beim Primerdesign wurde dabei jedoch
das TGA-Stopcodon des ORF zerstort (siehe G.3), so dass das Genprodukt durch den Pri-
mer um 2 und aufgrund der Vektorsequenz um weitere 33 AS bis zum TGA-Stopcodon des

Vektors verldngert wurde.
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Da der Hefeexpressionsvektor pYES2.1/V5-His-TOPO® speziell fiir derartige Fille konzi-
piert wurde und dabei aufgrund seiner V5 Epitop- und Polyhistidin(6x)-Region einige
Vorteile bietet, wurde zunichst versucht, bei dem unbeabsichtigt verldngerten Protein eine

spezifische Enzymaktivitdt nachzuweisen (siche B.4.2).

Bereits im ersten in vivo Enzymtest (siche B.6.2.1) konnte eine eindeutige F3 H-Aktivitét
gemessen werden. Dabei wurde das eingesetzte NAR zu tiber 50 % zu Eriodictyol umge-
setzt (Daten nicht dargestellt).

Die Mikrosomen, die aus dieser Kultur prapariert wurden, zeigten erwartungsgemél eine
stark ausgeprigte F3 H-Aktivitit, wobei es bereits nach der Zugabe von 5 pl (£ 3,857 g
Protein) unverdiinnter Mikrosomen und einer Inkubationsdauer von 30 min unter Stan-

dardbedingungen zu einem Totalumsatz des eingesetzten Naringenins kam (Abb. 34).

S5ul 10 pl 15 ul 20 pl 30 pl 40 pl NAR ERI
v v v v v v v v

Abb. 34: Umsetzung von Naringenin zu Eriodictyol durch den heterolog in Hefe exprimierten cDNA-Klon
CYPPzpHf2 aus Pelargonium zonale. Unterschiedliche Mengen an unverdiinnter Mikrosomenfraktion wur-
den mit radioaktiv markiertem NAR unter Standardbedingungen inkubiert (siche B.6.2.2). NAR =
Vergleichssubstanz Naringenin, ERI = Vergleichssubstanz Eriodictyol. (siche auch weitere Erlduterungen im
Text).

Unter den gleichen Versuchsbedingungen wurde auch DHK von 5 pl Mikrosomen voll-
standig zu DHQ umgesetzt (Daten nicht dargestellt).
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Nach Verkiirzung der Reaktionsdauer und der Verwendung geringerer Mengen an Mikro-
somen konnte gezeigt werden, dass diese NAR deutlich besser umsetzten als DHK (Abb.
35). In diesem Test wurde das eingesetzte NAR mit 10 bzw. 25 ul 1 : 10 verdiinnten
Mikrosomen inkubiert. Bei den beiden Ansdtzen mit DHK wurden jeweils 25 ul 1 : 10
verdiinnte Mikrosomen verwendet. Das verwendete radioaktiv markierte DHK war in die-
sem Fall nicht mit NAR aus der Substratsynthese verunreinigt, so dass der Test eine zu-
verldssige Aussage iiber die unterschiedliche Umsatzrate der beiden Substrate lieferte. Die
Reaktionsdauer des Versuchs betrug 15 min und wurde ansonsten unter Standardbedin-
gungen durchgefiihrt. Das eingesetzte NAR wurde von 10 ul (& 0,776 ug Protein) ver-
diinnten Mikrosomen zu 61 % und von 25 ul (£ 1,929 ug Protein) zu 89 % zu ERI umge-
setzt. In den beiden Parallelansdtzen wurde das eingesetzte DHK von 25 pl verdiinnten

Mikrosomen zu 59 bzw. 61 % zu DHQ umgesetzt.

ERI»>

Abb. 35: Vergleich des Umsatzes von NAR und DHK durch den heterolog in Hefe exprimierten cDNA-Klon
CYPPzpH12 aus Pelargonium zonale. 1 = Ansatz mit NAR als Substrat und Zugabe von 10 pl verdiinnter
Mikrosomenfraktion, 2 = Ansatz mit NAR als Substrat und Zugabe von 25 pl verdiinnter Mikrosomenfrak-
tion. I + II = Parallelansédtze mit DHK als Substrat und jeweils 25 pl verdiinnter Mikrosomenfraktion. M =
Vergleichssubstanzen (siehe auch weitere Erlduterungen im Text).

In Versuchen mit hdheren Substratkonzentrationen und verkiirzter Reaktionszeit wurden
noch groflere Unterschiede in der Umsatzrate von NAR und DHK durch die F3’H aus Pe-
largonium zonale festgestellt. Die maximalen Umsétze, die gemessen wurden, betrugen bei
NAR 17,379 pkat/mg Protein und bei DHK 11,541 pkat/mg Protein.

In Kontrollversuchen mit nicht transformierten Hefen und in Ansidtzen ohne NADPH wur-

den die eingesetzten Substrate nicht umgesetzt.
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C.8.5 Heterologe Expression des putativen F3°’H-cDNA-Klons CYPL4pHt

aus Matthiola incana in Hefe

Aufgrund einer internen EcoRI-Schnittstelle innerhalb des ORF von CYPL4pHt war eine
einfache Klonierung des cDNA-Klons in den Hefeexpressionsvektor YeDP60 nicht mog-
lich (siehe B.4.2). Daher wurde der ORF von CYPL4pHt durch PCR mit ,,end-to-end* Pri-
mern, die am 5’-Ende eine Xbal und am 3’-Ende eine Sacl-Schnittstelle in den offenen Le-
serahmen einfiihrten, amplifiziert und nachfolgend iiber einen Zwischenklonierungsschritt
mit Hilfe eines herkommlichen PCR-Klonierungsvektors in den Hefevektor pYES2®
einkloniert (siche B.4.2 und B.5.9.2). Das CYPL4pHt -pYES2"-Konstrukt wurde anschlie-
Bend in den Hefestamm INVScl eingebracht, um die Expression des putativen CYP-
cDNA-Klons in den transformierten Hefen zu ermodglichen. Dabei wurden sowohl in vivo
Enzymtests mit lebenden Kulturen, als auch in vitro Enzymtests mit Mikrosomen aus die-
sen Kulturen durchgefiihrt.

Bereits bei den durchgefiihrten in vivo Enzymtests (siehe B.6.2.1) konnte bei allen geteste-
ten Kulturen eine deutliche F3’H-Aktivitdt beobachtet werden. In zwei Parallelanséitzen
wurden jeweils sieben mit Galaktose induzierte Kulturen mit radioaktivem NAR oder mit
radioaktivem DHK als Substrat versetzt (Abb. 36). Das verwendete DHK war dabei jedoch

mit 32,5 % zu einem hohen Anteil mit NAR aus der Substratsynthese verunreinigt.

a) | - b)

Abb. 36: In vivo Enzymtest (Bioconversion) mit CYPL4pHt -pYES2"-Konstrukt transformierten INVScl-
Kulturen. Die Hefekulturen wurden in der frithen exponentiellen Wachstumsphase mit Galaktose induziert
und anschlieend mit dem zugegebenen radioaktiven Substrat flir weitere 16 Stunden bei 28 °C und 250 rpm
im Schiittler inkubiert. a) NAR = Naringenin als Substrat. b) DHK = Dihydrokaempferol als Substrat. M =
Vergleichssubstanzen (siehe auch weitere Erlduterungen im Text).
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In den Ansédtzen, in denen ausschlieBlich NAR eingesetzt wurde, betrug der Substratum-
satz durchschnittlich 81 %. In den Ansétzen mit beiden Substraten wurden durchschnittlich

22 % DHK und 31 % NAR umgesetzt.

Vollstindiger Umsatz von NAR und DHK zu ERI bzw. DHQ trat in Enzymtests mit der
Mikrosomenfraktion der zuvor in vivo getesteten Hefekultur auf. Dabei wurde NAR von
den Mikrosomen deutlich stiarker umgesetzt als DHK (Daten nicht dargestellt). Die maxi-
mal unter optimierten Bedingungen ermittelten Enzymaktivititen betrugen bei NAR als

Substrat 16,954 pkat/mg Protein und bei DHK als Substrat 9,788 pkat/mg Protein.

Da die Resultate der in vivo Tests in bezug auf die Substratverwertbarkeit in den in vitro
Tests im wesentlichen bestétigt wurden, konnten die in den in vivo Tests gemessenen ge-
ringen DHK-Umsétze zumindest nicht ausschlieBlich mit einer geringeren Aufnahme des
DHK in die Hefezelle begriindet werden. Bei untransformierten Hefen wurde sowohl in in

vivo, als auch in in vitro Tests kein Umsatz der verwendeten Substrate festgestellt.
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D. Diskussion

Die beiden Cytochrom P450-Enzyme Flavonoid 3’- und Flavonoid 3’,5’-Hydroxylase
stellen zwei wichtige Enzyme im Flavonoidbiosyntheseweg dar. Sie katalysieren die
Hydroxylierung des B-Rings an den entsprechenden Positionen und schaffen dadurch die
Grundlage fiir alle weiteren Modifikationen des B-Rings. Innerhalb einzelner Flavo-
noidklassen beeinflusst ihre Aktivitit die nachfolgenden Syntheseschritte und somit letzt-
lich die Zusammensetzung der in der Pflanze auftretenden Flavonoide.

Eine entscheidende Rolle spielen beide Enzyme in bezug auf die Farbung anthocyanhalti-
ger Bliiten. Die unterschiedliche Struktur der iiber 500 bislang identifizierten Anthocyane
beruht im Wesentlichen auf der unterschiedlichen Anzahl von Hydroxylgruppen an ihrem
A- und B-Ring und auf dem Grad der Methylierung dieser Hydroxylgruppen. Ungeachtet
der groflen strukturellen Vielfalt der in der Natur vorkommenden Anthocyane unterschei-
den sich die am héufigsten auftretenden und am weitesten verbreiteten Anthocyane nur
hinsichtlich der Modifikation ihres B-Rings voneinander, was die besondere Bedeutung
der F3’- und der F3’,5’H fiir die Farbung von Bliiten und anderen Pflanzenteilen verdeut-
licht.

Der jahrzehntelang unternommene Versuch zahlreicher Ziichter, das trotz der beinahe un-
begrenzten Mannigfaltigkeit der in der Natur auftretenden Pflanzenfarben enge Farbspekt-
rum einiger wichtiger Zierpflanzen zu erweitern, erlangt mit der enzymologischen und
molekularbiologischen Erforschung dieser Enzyme eine neue Dimension.

Durch die Charakterisierung beider Enzyme und die Klonierung der entsprechenden Gene
wird die gezielte Manipulation der Bliitenfarbe durch ,,genetic engineering™ ermdglicht.
Neben einer enormen Zeitersparnis kann mit diesem Verfahren eine gezieltere und zumeist
auch effektivere Beeinflussung der Bliitenfarbe erreicht werden, ohne dabei, wie es bei der
klassischen Ziichtung hédufig der Fall ist, zahlreiche wichtige und zum Teil durch langwie-
rige Ziichtung gewonnene Eigenschaften der Zierpflanzen zu verdandern.

Uber die 6konomisch vielversprechende Nutzung der F3’- und der F3’,5°H zur Erzeugung
neuer Bliitenfarben bei wirtschaftlich bedeutsamen Zierpflanzen hinaus, kénnen beide En-
zyme in Zukunft zur biotechnologischen Produktion zahlreicher Flavonoide eingesetzt
werden und diese dadurch in beliebiger Menge fiir die medizinische Forschung und fiir die

Nahrungsmittelindustrie verfiigbar zu machen.
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D.1 Klonierung einer F3°’H-cDNA aus Matthiolaincana

Aufgrund fritherer Untersuchungen ist bekannt, dass die Bildung 3’-hydroxylierter Flavo-
noide in der Levkoje von dem Gen b kontrolliert wird (siche B.2.2). Eine F3’H-Aktivitit
konnte nur in Linien, die iiber ein dominantes Allel 5" verfiigen, jedoch nicht in homozy-

got rezessiven Linien (bb) nachgewiesen werden.

Bei verschiedenen Pflanzen konnte gezeigt werden, dass Mutationen bei Genen, die am
Flavonoidbiosyntheseweg beteiligt sind, hdufig die Transkription betreffen (Britsch et al.,
1992; Forkmann und Heller, 1999; Martens und Forkmann, 1999). In der Annahme, dass
es sich bei den homozygot rezessiven Levkojenlinien (bb) ebenfalls um Transkriptions-
mutanten handelt, kamen fiir die Klonierung eines F3’H-cDNA-Klons in erster Linie

Techniken in Betracht, welche die differentielle Expression von mRNAs untersuchen.

Von den am héufigsten verwendeten Methoden boten sich neben den é&lteren und weniger
prizisen Methoden der differentiellen Hybridisierung von Genbanken und der differen-
tiellen PCR-Amplifikation mit unspezifischen Primern vor allem die moderneren Metho-
den DD-RT-PCR (Differential Display-RT-PCR) und RDA von cDNA (Representational
Difference Analysis) als die geeigneten Verfahren zur Klonierung eines differentiell
exprimierten F3’H-cDNA-Klons aus M. incana an.

Der wesentliche Vorteil von RDA gegeniiber DD-RT-PCR ist, dass ausschlieflich diffe-
rentiell exprimierte mRNAs bzw. die entsprechenden cDNAs angereichert und isoliert
werden, wihrend nicht differentiell exprimierte mRNAs unberiicksichtigt bleiben. Dadurch
wird im Gegensatz zu dem von Liang und Pardee entwickelten DD-RT-PCR (Liang und
Pardee, 1992), bei dem differentielle und nicht differentielle cDNAs im gleichen Ausmal3
angereichert werden, sowohl die Zahl der in Frage kommenden cDNAs als auch das Auf-
treten falscher Positive drastisch vermindert. Aulerdem sollten durch die Modifizierung
des Verfahrens auch seltene Transkripte, die moglicherweise durch DD-RT-PCR nicht er-
fasst worden wiren, detektiert werden (siche B.5.7).

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur subtraktiven Hybridisierung von cDNA-Po-
pulationen stellt eine flir die Analyse von mRNA, bzw. der entsprechenden cDNA, adap-
tierte Weiterentwicklung des urspriinglich von Lisitsyn und Wigler zur Analyse von ge-

nomischer DNA entwickelten RDA dar (Lisitsyn et al., 1993).
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Die Fokussierung auf ausschlieBlich differentiell exprimierte CYP-Gene konnte durch die
Verwendung CYP-spezifischer Primer zur cDNA-Synthese aus den differentiellen mRNA-
Populationen nur in einem geringen Ausmal} erreicht werden. Die beiden isolierten CYP-
cDNA-Fragmente stammten aus den insgesamt 100 untersuchten Fragmenten des letzten
Hybridisierungsansatzes (siche C.1).

Auch bei Beriicksichtigung der Moglichkeit, dass die Grofe einiger untersuchter Frag-
mente aufgrund des im Verfahren durchgefiihrten Restriktionsverdaus zu gering ausgefal-
len war und/oder dass sie aus einem zu gering konservierten Bereich der CYP-Gene
stammten, um bei Sequenzanalyse als CYP-spezifisches cDNA-Fragment identifiziert zu
werden, blieb die erzielte Einschrinkung auf CYP-cDNA-Klone weit unter den Erwartun-
gen.

Dies ist vermutlich in erster Linie auf die nicht stark genug ausgepriagte Spezifitit der ver-
wendeten Primer zuriickzufiihren, da diese um mdoglichst alle CYP-cDNA-Klone zu erfas-
sen, mit zahlreichen ,,Wobbles* und Deoxyinosinen konstruiert wurden (siche B.5.7). Mit
einem mindestens 2 %igen Anteil von CYP-spezifischen Fragmenten an den untersuchten
Fragmenten, zeigt der letzte Hybridisierungsansatz dennoch eine deutliche Anreicherung
von CYP-cDNA-Klonen.

Dass es dennoch nicht gelang einen F3’H-spezifischen cDNA Klon durch die subtraktive
Hybridisierung zu isolieren, liegt wahrscheinlich dariiber hinaus an dem verwendeten
Pflanzenmaterial, das nicht in ausreichendem Mal {iber die notwendige Isogenitdt ver-
fiigte. Obwohl bei der Ziichtung der Levkojen-Linien durch die Selektion abweichender
Phénotypen fiir einen weitgehend isogenen Hintergrund gesorgt wurde, war dieser Status
nur in bezug auf die untersuchten, den Flavonoidbiosyntheseweg betreffenden Gene ein-
deutig gewdhrleistet. Da zahlreiche nicht untersuchte und nicht den Phianotyp beeinflus-
senden Gene unberiicksichtigt geblieben waren, konnte nicht von einer vollkommenen Iso-
genitdt zwischen den einzelnen Linien ausgegangen werden.

Um dies zu kompensieren, wurde im letzten Hybridisierungsansatz eine plus cDNA-Po-
pulation, die aus einer einzigen Levkojenlinie stammte, gegen eine minus cDNA-Popula-
tion, die aus allen 8 zur Verfiigung stehenden minus Linien stammte, subtraktiv hybridi-
siert. Dadurch sollte erreicht werden, dass mdglichst alle in der plus Linie exprimierten
Gene von den entsprechenden Genen aus einer der 8 minus Linien neutralisiert werden und

im Idealfall nur der F3’H-cDNA-Klon aus der plus Linie angereichert wird.
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Wie die Klonierung des differentiell exprimierten CYP-cDNA-Klons SPHT zeigt, konnte
mit dieser Vorgehensweise ein differentiell exprimiertes CYP-Gen isoliert werden, welches
jedoch nicht dem gesuchten F3’H-cDNA-Klon entsprach und dessen Auftreten daher die

mangelnde Isogenitdt des verwendeten Pflanzenmaterials verdeutlicht.

Die Ergebnisse der letzten Hybridisierung lassen jedoch vermuten, dass bei einer Fortset-
zung dieses Verfahrens auch mit dem zur Verfligung stehenden Pflanzenmaterial frither
oder spater der gesuchte F3’H-cDNA-Klon hitte isoliert werden konnen.

Dass es sich bei den minus Linien tatsdchlich wie zuvor vermutet um Transkriptionsmu-
tanten handelt, zeigte sich schlieBlich bei der Klonierung eines F3’H-cDNA-Klons durch
vergleichende PCR mit einem F3’H-spezifischen Primer (siche C.5). Der dabei isolierte
differentielle cDNA-Klon lie sich durch PCR nur in plus Linien amplifizieren und wurde

durch die Expression in Hefe zweifelsfrei als F3’H-cDNA-Klon identifiziert.

D.2 Klonierung zweier F3’H-spezifischer cDNAs aus Callistephus chinen-

Sis

Aus C. chinensis konnten durch das Screenen einer cDNA-Bibliothek zwei F3’H-spezifi-
sche cDNA-Klone isoliert werden (siche C.2). Uberraschenderweise konnte kein F3’,5°H-
spezifischer cDNA-Klon isoliert werden, obwohl in RR-Genotypen grofle Mengen von
Delphinidinglukosiden auftreten und eine F3’,5’H-Aktivitit eindeutig nachgewiesen wurde
(Forkmann, 1977; Stotz, 1983). Im Gegensatz dazu konnten durch den Einsatz eines F3 H-
cDNA-Klons aus 4. thaliana als DNA-Sonde unmittelbar die beiden F3’H-spezifischen
Klone isoliert werden. Da es auch nach mehrmaligen Versuchen nicht gelang, mit Hilfe
zweier F3’,5’H-cDNA-Sonden aus P. hybrida einen entsprechenden Klon aus der cDNA-
Bibliothek zu isolieren, muss davon ausgegangen werden, dass ein derartiger Klon in C.
chinensis nicht existiert. Diese Annahme wird zuséitzlich dadurch erhartet, dass innerhalb
der bekannten F3’,5’H-Sequenzen die geringste Homologie zwischen zwei F3°,5’Hs aus
unterschiedlichen Pflanzen in etwa so groB ist, wie zwischen dem cDNA-Klon aus 4. tha-

liana und den damit klonierten F3’H-spezifischen Fragmenten.
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Bei der heterologen Expression beider Klone in Hefe konnte nur bei einem der beiden
Klone eine Enzymaktivitit nachgewiesen werden. Dabei zeigte CYPCcpHtl jedoch ein-
deutig eine F3’,5’H-Aktivitdt und nicht wie aufgrund der Aminosiduresequenz angenom-
men eine F3 H-Aktivitit.

Damit stellt dieses CYP-Enzym die einzig bisher bekannte F3’,5’H dar, die nicht in die
Unterfamilie CYP75A, sondern als CYP75B5 in die gleiche Unterfamilie eingeordnet
wurde, wie die F3’Hs aus A4. thaliana und P. hybrida (Dr. D. Nelson, personliche Mittei-
lung).

Im Gegensatz zu zwei, von insgesamt drei bisher in vitro exprimierten F3’,5’H-cDNA-
Klonen, wurde bei der Expression von CYPCcpHt1 eine stirkere 3’-Hydroxylase- als 5°-
Hydroxylase-Aktivitit gemessen. Bei der heterologen Hefeexpression von CYPCcpHtl
war das maximal erzielbare Verhiltnis von 3°,4’,5’-hydroxylierten zu 3°,4’-hydroxylierten
Produkten mit 1 : 2 genau umgekehrt proportional zu dem Verhéltnis, wie sie bei Enzym-
tests auftraten, in denen ein F3’,5’H-cDNA-Klon aus C. roseus exprimiert wurde (Kalten-
bach et al., 1999). Das fiir die meisten F3’,5’H-Enzyme in vitro am besten zu verwertende
NAR wurde von der ebenfalls heterolog in Hefe exprimierten F3°,5’H aus P. hybrida sogar
vollstindig zu dem 3°,4°,5’-hydroxylierten PHF umgesetzt (Holton, 1993). Demgegeniiber
zeigte ein in Hefe exprimierter F3°,5’H-cDNA-Klon aus Gentiana triflora die gleichen

Umsatzraten wie CYPCcpHt1 (Tanaka et al., 1996).

Die Ergebnisse der Hefeexpression von CYPCcpHtl decken sich mit fritheren Untersu-
chungen, die mit der Mikrosomenfraktion einer RR-Linie aus C. chinensis durchgefiihrt
wurden. Die in diesem Delphinidintyp charakterisierte F3’,5’H zeigte die gleichen Umsatz-
raten wie sie bei der Expression von CYPCcpHtl gemessen wurden (Stotz, 1983). Schon
zu dem damaligen Zeitpunkt standen die Ergebnisse der F3’,5’H-Enzymtests in einem
scheinbaren Widerspruch zu den in vivo angetroffenen Verhéltnissen. Sie konnten zwar das
Auftreten von Delphinidin und Cyanidin in RR-Linien erkliren, jedoch nicht die gegen-
tiber dem Cyanidin wesentlich héhere Konzentration an Delphinidin. Bislang wurde davon
ausgegangen, dass die Modifikation des B-Rings bei C. chinensis durch den Locus R mit
multiplen Allelen R/r’/r kontrolliert wird (Forkmann, 1977), wobei in RR-Linien Delphini-
din, in r'r’-Linien Cyanidin und in rr-Linien Pelargonidin das bei weitem iiberwiegende
Anthocyanidin darstellt. Delphinidin tritt in rr-Linien nicht und in r'r’-Linien nur in einem

geringen Ausmal auf.

126



D. Diskussion

Mit dem Auftreten des zweiten aus der cDNA-Bibliothek isolierten F3’H-spezifischen
cDNA-Klons CYPCcpHf2 miissen die Verhiltnisse, wie sie bei C. chinensis anzutreffen
sind neu iiberdacht werden. Moglicherweise sind doch zwei Gene, statt nur ein einziges
mit verschiedenen Allelen fiir die Hydroxylierungen am B-Ring verantwortlich. Demzu-
folge konnte es sich bei CYPCcpHt2 um einen Klon handeln, der eine F3’H codiert, wel-
che in allen drei Genotypen exprimiert wird und dort das Auftreten von Cyanidin erklért.
Die F3°,5’H CYPCcpHtl wiirde in diesem Fall nur im Cyanidin- und im Delphinidintyp
auftreten, wo sie aufgrund unterschiedlich starker Expression, die z.B. durch eine Mutation
des Promotors verursacht sein konnte, die entsprechenden Konzentrationsverhéltnisse von
Cyanidin und Delphinidin in den jeweiligen Typen verursachen wiirde.

Eine mogliche Erkldarung fiir das iiberwiegende Vorhandensein von Delphinidin in den
RR-Typen wire die in vivo auftretende synergistische Wirkung beider Enzyme. Die Er-
gebnisse der Enzymtests mit CYPCcpHtl weisen darauf hin, dass die Hydroxylierung des
eingesetzten Substrats an der 5’-Position erst erfolgt, nachdem ein Grofteil des Substrats
bereits an der 3’-Position hydroxyliert wurde (sieche C.8.2). Da die Aktivitit des Enzyms in
vitro jedoch schnell abnimmt, konnte dadurch wesentlich weniger Substrat an der 5’-Posi-
tion hydroxyliert werden als dies in vivo bei dem Zusammenwirken beider Enzyme der
Fall sein wiirde.

Gegen diese Hypothese spricht, dass in den in vitro Enzymtests auch bei dem ausschlief3li-
chen Einsatz von 3’,4’-hydroxylierten Substraten keine hohere Ausbeute an 3°,4°,5’-
hydroxylierten Produkten erzielt wurde. Da jedoch in den r'r’-Typen betridchtliche, und
selbst in den RR-Typen geringe Mengen an Pelargonidin auftreten, wire es moglich, dass
mit Abnahme des 4’-hydroxylierten Substrats auch die Aktivitdt der F3°,5’H sinkt, bzw. ab
einer gewissen Konzentration sogar vollkommen zum Erliegen kommt. Daneben kdnnten
noch weitere Faktoren, wie z.B. die fortlaufende Enzymproduktion, oder eine in vivo ho-
here Enzymaktivitit der F3’,5’H, fiir die hohen Delphinidinkonzentrationen in den RR-
Typen verantwortlich sein.

Eine vollstindige Aufkldrung konnte vor allem der Nachweis einer Enzymaktivitit des
durch den zweiten cDNA-Klon CYPCcpHt2 codierten Enzyms bringen. Sollte sich dabei
herausstellen, dass es sich um eine funktionstiichtige F3’H handelt, miisste die Expression
dieses Klons in den rr- und r'r’-Linien tiber RT-PCR und/oder durch Northernblot-Analyse

nachgewiesen werden.

127



D. Diskussion

Dabei sollte der Nachweis der exprimierten Gene vorzugsweise durch RT-PCR durchge-
fiihrt werden, da die so mdglicherweise isolierten ,,full-length® cDNA-Klone durch Se-
quenzanalyse eindeutig identifiziert und charakterisiert werden koénnten. Desweiteren
miisste mit den gleichen Verfahren iiberpriift werden, ob der F3’,5’H-cDNA-Klon
CYPCcpHt1 auch in den - und r'r’-Linien exprimiert wird. Bei einem Nachweis der Ex-
pression miissten Studien iiber deren Starke und Kontrolle durchgefiihrt werden, ggf. auch
durch die Isolierung des genomischen Klons. Mit den Ergebnissen dieser Untersuchungen
sollte es moglich sein alle Fragen, die beziiglich der Modifikation des B-Rings von Flavo-

noiden bei C. chinensis noch offen sind, zu beantworten.

D.3 Klonierung einer putativen F3’,5’H-cDNA aus Lycianthes rantonnetii

Bei dem Protein, das von dem ,,full-length® cDNA-Klon CYPLrpHf2 aus L. rantonnetii co-
diert wird, handelt es sich beziiglich der putativen Aminosduresequenz um eine ,,typische*
F3°,5’H (siehe auch C.3). Die hochste Homologie zeigt dieses Protein erwartungsgeméal zu
den ebenfalls aus Solanaceen isolierten F3’,5’Hs aus S. melongena und P. hybrida. Mit
durchschnittlich mehr als 76 % identischen Aminosduren bezogen auf den gesamten ORF
zeigt es auch zu allen anderen F3°,5°Hs eine {iberdurchschnittlich hohe Ubereinstimmung.
Auch von der Vollstandigkeit des offenen Leserahmens des Enzyms kann aufgrund dessen

Lange und der Lage des Startcodons ausgegangen werden.

Trotz dieser klaren Verhéltnisse gelang es nicht, eine F3’,5’H-Aktivitét fiir dieses Enzym
nachzuweisen. Es konnte lediglich eine F3’H-Aktivitét in einem der transformierten Hefe-
stimme beobachtet werden. Dabei wurde NAR zu ERI nur von lebenden Hefezellen umge-
setzt. Bei Enzymtests mit Mikrosomen dieser und weiterer transformierter Hefestimme
hingegen konnte keine Enzymaktivitit nachgewiesen werden. Dass bei diesem in vivo En-
zymtest ,,nur eine F3’H-Aktivitit nachgewiesen wurde, ist nicht verwunderlich, da ver-
schiedene F3’,5’Hs bei Enzymtests mit Pflanzenrohextrakten, Pflanzenmikrosomen (Stotz,
1983) und auch bei Enzymtests mit Mikrosomen aus transgenen Hefen (Tanaka et al.,

1996) eine starkere F3 H- als F3°,5’H-Aktivitit aufweisen.
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Hinzu kommt, dass die Substratumsétze von CYP-Enzymen bei in vivo Tests verglichen
mit Tests mit Hefemikrosomen grundsétzlich geringer ausfallen und dass die Aktivitét ei-
niger CYP-Enzyme bei diesen Tests iiberhaupt nicht nachgewiesen werden kann (Pompon
et al., 1996). Um so erstaunlicher ist es daher, dass in den Mikrosomenfraktionen der ver-
schiedenen Hefestimme tiberhaupt keine Enzymaktivitit nachgewiesen werden konnte,
was am ehesten mit einer misslungenen Mikrosomenpréparation zu erkldren wére. Diese
Moglichkeit ist jedoch sehr unwahrscheinlich, da bei allen Mikrosomenpréparationen eine
stark ausgepragte CPR-Aktivitdt gemessen wurde, und bei einigen Transformationsansét-
zen sogar regelrechte Spitzenwerte auftraten (siehe C.8.1). Daher kommt auch eine feh-
lende oder zu gering ausgefallene CPR-Expression in den transgenen Hefen als Begriin-
dung fiir die fehlende Enzymaktivitdt nicht in Betracht.

Eine Erklarung konnte die mogliche Inkompatibilitdt des hefeeigenen Cyt bs mit dem
pflanzlichen CYP-Enzym sein. Seit lingerem ist bekannt, dass verschiedene CYP-Enzyme
Cyt bs als wichtigen Cofaktor fiir ihre Enzymaktivitit benétigen und dass die Homologie
des hefeeigenen Cyt bs mit pflanzlichen und tierischen Cyt bss nicht ausreicht, um effektiv
mit den entsprechenden CYP-Enzymen aus diesen Organismen zusammenzuwirken (Ur-
ban et al., 1990 und 1996). Zumindest bei einigen F3°,5’Hs konnte ein Cyt bs fiir die volle
Aktivitdit des Enzyms eine wichtige Rolle spielen, wie Versuche mit Mutanten von P.
hybrida, die nicht iiber ein funktionstiichtiges Cyt bs verfiigten und infolge dessen eine
sehr viel geringere F3’,5’H-Aktivitit aufwiesen, zeigten (De Vetten et al., 1999). Diese In-
kompatibilitit des Cyt bs wiirde jedoch nicht allein die Diskrepanz zwischen den in vivo
und den in vitro Enzymtests erkléren.

Da der Nachweis der Enzymaktivitéit bei zwei Parallelansédtzen aus zwei unterschiedlichen
Transformationsansitzen durchgefiihrt wurde und die Ergebnisse der Tests reproduzierbar
waren, ist eine Verwechslung der Hefekulturen oder der Transformationskonstrukte, mit
denen die Hefen transformiert wurden, auszuschlieBen. Auch ein moglicher Substratum-
satz von untransformierten Hefen konnte durch die grundsétzlich durchgefiihrten Kontroll-
versuche bei diesen und bei allen anderen Enzymtests ausgeschlossen werden.

Eine denkbare Begriindung fiir das beobachtete Phdnomen konnte eine sehr geringe Ex-
pression und/oder eine ebenfalls sehr geringe spezifische Aktivitdt des Enzyms sein. Da
F3’,5’Hs bei in vitro Enzymtests nur eine kurze Lebensdauer aufweisen (Stotz, 1983),
konnte es sein, dass eine Verldngerung der Inkubation, bei der unter diesen Umstinden

eine Enzymaktivitit nachweisbar wére, nicht realisierbar ist.
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Die geringe Stabilitdt von CYP-Enzymen bei in vitro Enzymtests ist zumindest z.T. auf die
durch die CPR gebildeten Sauerstoffradikale und Peroxide zuriickzufiihren (Pompon et al.,
1996). Durch die intakten Detoxyfizierungssysteme in lebenden Hefezellen und die damit
verbundene ldngere Lebensdauer des Enzyms in den in vivo Enzymtests konnte dagegen
bei sehr langen Inkubationen eine Enzymaktivitit beobachtet werden. Moglicherweise sind
aber auch weitere, bislang noch unbekannte Cofaktoren, die nur in lebenden Organismen
gewihrleistet sind, fiir die Funktion dieses Enzyms von Bedeutung, oder das fiir die Funk-
tion von CYP-Enzymen wichtige stochiometrische Verhéltnis aller beteiligten Kompo-
nenten ist aufgrund einer geringen Genexpression in den Mikrosomenpréparationen nicht
gegeben (Urban et al., 1990 und 1996). Aufklarung {iber diese Fragen konnte vor allem
eine Konzentrationsbestimmung der F3’,5’H in den Mikrosomenfraktionen der Hefen iiber
Kohlenmonoxyd-Differenzspektren und vergleichende Enzymtests mit Pflanzenrohex-

trakten und Pflanzenmikrosomen aus L. rantonnetii bringen.

D.4 Klonierung einer F3’H-cDNA aus Pelargonium zonale

Die Klonierung der F3’'H-cDNA CYPPzpH?2 aus P. zonale erwies sich aufgrund der in den
Petalen in hoher Konzentration auftretenden stérenden Inhaltsstoffe als ausgesprochen
schwierig. Mit herkdmmlichen Methoden war es nicht moglich, ausreichende Mengen an
qualitativ hochwertiger RNA zu isolieren. Durch ein modifiziertes Verfahren, welches mit
Hilfe einer speziell dafiir entwickelten Matrix die storenden Inhaltsstoffe absorbierte, ge-
lang es schlieBlich, RNA und daraus den Klon CYPPzpH?2 zu isolieren (siche B.5.1.1).

Die gleichen Inhaltsstoffe, bei denen es sich hauptsédchlich um polyphenolische Verbin-
dungen (Gallotannine) handelt, werden dafiir verantwortlich gemacht, dass es bislang trotz
mehrfacher Versuche nicht gelang, die Aktivitét einer F3’- oder einer F3°,5’H in Pflanzen-
rohextrakten oder Mikrosomen nachzuweisen. Da in den Petalen von P. zonale jedoch
hohe Konzentrationen an 3’- und 3’°,5’-hydroxylierten Anthocyanen auftreten, wurde der
Versuch unternommen, durch Klonierung und Expression der entsprechenden cDNAs

diese Enzyme bzw. die dazugehorenden Gene zu identifizieren (siche C.4).
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Mit der Klonierung von CYPPzpH¢2 und der heterologen Hefeexpression dieser cDNA
konnte somit erstmalig die Existenz eines F3’H-codierenden Gens und des davon abgelei-
teten Proteins nachgewiesen werden.

Obwohl bei der Klonierungsstrategie zunédchst das Ziel verfolgt wurde eine F3’,5’H zu
isolieren, ist die Klonierung einer F3’H als ein groBerer Erfolg zu werten, da im Gegensatz
zu den 5’-hydroxylierten Flavonoiden das Auftreten von 3’-hydroxylierten Flavonoiden

nicht zwingend die Existenz einer F3’H voraussetzt (siche A.1.2).

Dass bei der Expression der als CYP75B8 klassifizierten (Dr. D. Nelson personliche Mit-
teilung) F3’H CYPPzpHt2 der ORF versehentlich um 33 AS verlédngert wurde, stellt sich
im Nachhinein zumindest zum Teil als ein gliicklicher Umstand heraus, da er die Aufreini-
gung und die Konzentration des Enzyms ermdglicht (siehe C.8.4). Um jeden eventuellen
Einfluss, den die Verlingerung des Proteins auf die Enzymaktivitit haben konnte, auszu-
schlieBen, muss die Expression jedoch mit dem tatsdchlichen ORF des Enzyms wiederholt

werden.

131



D. Diskussion

D.5 Ableitung einer Proteinkonsensussequenz fiir die F3’H und fiir die

F3’,5°’H

Um die strukturellen Eigenschaften der F3’Hs und der F3’,5’Hs mit deren funktionellen
Eigenschaften zu korrelieren, wurde durch die entsprechenden Proteinalignments eine
Protein-Konsensussequenz fiir jedes der beide Enzyme ermittelt. Darliber hinaus wurde
eine gemeinsame Konsensussequenz fiir beide Enzyme durch ein Aligment mit allen bis-
lang bekannten F3’- und F3°,5’Hs bestimmt. Das fiir die Erstellung der Alignments ver-
wendete Programm ClustalW (Thompson et al., 1994) beriicksichtigte dabei neben identi-
schen Aminosduren (= Aminosduren, die an einer bestimmten Position im Alignment bei
allen Sequenzen gleich sind), auch konservierte und halbkonservierte Aminosduren bei der
Darstellung der Konsensussequenz. Als Bewertungskriterium wurde die Proteinver-
gleichsmatrix PAM250 zugrundegelegt (siche D.6). Die einzelnen Alignments und eine
Ubersicht der verwendeten Sequenzen sind im Anhang G.4 und G.5 dargestellt.

Durch die Erstellung der Konsensussequenzen sollten in erster Linie F3’H- und F3’,5’H-
spezifische Proteinstrukturen lokalisiert werden. Aullerdem sollten bei den beiden funktio-
nell eng verwandten Enzymen durch die Ermittlung gleicher bzw. unterschiedlicher Se-
quenzabschnitte moglicherweise die Proteinstrukturen identifiziert werden, die fiir die
Hydroxylierung der Substrate an der 3’- und an der 5’-Position verantwortlich sind.

Dabei spielte die Sequenz der F3°,5’H CYPCcpHtl eine wichtige Rolle. Diese F3’,5’H,
welche aufgrund ihrer Struktur in die CYP-Unterfamilie der F3’Hs (CYP75B) eingruppiert
wurde, konnte aufgrund geringfiigiger Abweichungen ihrer Aminosduresequenz gegen-
iiber den iibrigen Sequenzen innerhalb dieser Unterfamilie, bei gleichzeitiger Homologie
zu F3°,5’H-Sequenzen der CYP75A-Unterfamilie, den oder die Sequenzbereiche offenba-

ren, die fiir die Hydroxylierung an der 5’-Position verantwortlich sind.

Zur Ermittlung einer F3’H-Konsensussequenz wurde ein Proteinalignment mit den vier in
dieser Arbeit klonierten F3’H-cDNA-Sequenzen (inkl. CYPCcpHtl, s.0.) und den zwei
bislang verdffentlichten Sequenzen aus P. hybrida (Brugliera et al., 1999) und A. thaliana
(Schoenbohm et al., 2000) angefertigt. Fiir die Erstellung einer F3’H-Konsensussequenz
wurden 9 bereits verdffentlichte F3°,5’H (siehe G.5) und die F3’,5’H-Sequenz CYPLrpHfI

aus L. rantonnetii verwendet.
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Die mit durchschnittlich 68 % identischen Aminoséuren (siche C.7) sehr groBe Homologie
der F3’H-Sequenzen spiegelt sich entsprechend in der Konsensussequenz dieser Proteine
wider. Bereits nach ca. 40 Aminosdureresten ,,downstream® beginnt der erste stark konser-
vierte Bereich, bei dem es sich um die prolinreiche Region handelt. Neben dieser fiir
pflanzliche CYP-Enzyme typischen Region, lassen sich auch die 4 Doménen, die insbe-
sondere fiir pflanzliche CYP-Enzyme der A-Gruppe charakteristisch sind, leicht lokalisie-
ren (siche A.3.1). Die als Himbindungsregion identifizierte Domédne D ist bei allen Se-
quenzen 100 %ig konserviert (siche G.4.1).

AuBler diesen Regionen fallt ein weiterer hoch konservierter 22 AS umfassender Bereich
auf (Abb. 37). Dieser Bereich (Anfang zwischen Aminosdureposition 108-118) beginnt bei
allen F3’H- und auch bei den F3’,5’H-Sequenzen mit den Aminosduren Alanin und Tyro-

sin (AY).

A)

F3',5 H Cal | i stephus chinensis
F3'H Cal | i st ephus chi nensis
F3'H Petunia hybrida H 1

F3' H Pel argoni um zonal e

F3' H Ar abi dopsi s thaliana
F3'H Matthiol a i ncana

F3’',5 H Eustona russellianum
F3',5 H Eustoma grandi fl orum
F3',5 H Gentiana triflora
F3', 5" H Cat har ant hus roseus
F3',5 H Petunia hybrida Hf 1
F3',5" H Petuni a hybrida Hf2
F3',5" H Lyci anthes rantonnetii
F3’, 5" H Sol anum el ongena
F3',5" H Canpanul a nedi um

F3',5 H Eustoma russel | i anum
F3',5 H Eustoma grandi fl orum
F3',5 H Gentiana triflora
F3',5 H Cat har ant hus roseus
F3',5" H Petunia hybrida Hf 1
F3',5 H Petuni a hybrida Hf 2
F3', 5" H Sol anum el ongena
F3',5" H Lyci anthes rantonneti i
F3',5 H Canpanul a nedi um

F3' H Arabi dopsi s thaliana

F3'H Matthiola incana

F3' H Pel argoni um zonal e
F3',5" H Cal | i stephus chinensis
F3'H Cal | i st ephus chi nensis
F3'H Petunia hybrida H 1

109- AYNYQDWFAPYGPQM MFRKI - 130
108- AYNYQDLVFAPYGPRARMLRKI - 129
110- AYNYQDLVFAPYGPRARMLRKI - 131
110- AYNYHDLVFAPYGPRWRLFRKI - 131
110- AYNYQDLVFAPYGHRWRLLRKI - 131
109- AYNYQDLVFAPYGQRWRMLRKI - 130

*khkkk- k- kkkkkk Kk - - kkk

114- AYNAQDWFADYGPRWKLLRKL- 135
114- AYNAQDWFADYGPRWKLLRKL - 135
118- AYNAQDWFAHYGPKWKLLRKL- 139
115- AYNAQDWFAHYGPKVWKLLRKL- 136
110- AYNAQDMWFAHYGPRWKLLRKL- 131
110- AYGAQDWFAHYGPRWKLLRKL- 131
114- AYDAQDMWFAHYGPRWKLLRKL- 135
113- AYNAQDWFAPYGPRVWKLLRKL- 134
115- AYNAQDWFAEYGPKVKLLRKL- 136

*k kkkkkkk kkk. kkkkkokk

114- AYNAQDWFADYCGPRWKLLRKL- 135
114- AYNAQDWFADYCGPRVWKLLRKL- 135
118- AYNAQDMVFAHYGPKWKLLRKL- 139
115- AYNAQDMWFAHYGPKWKLLRKL- 136
110- AYNAQDMVFAHYGPRWKLLRKL- 131
110- AYGAQDWFAHYGPRVWKLLRKL- 131
113- AYNAQDWFAPYCGPRVWKLLRKL- 134
114- AYDAQDMWFAHYGPRWKLLRKL- 135
115- AYNAQDMWFAEYGPKWKLLRKL- 136
110- AYNYQDLVFAPYGHRWRLLRKI - 131
109- AYNYQDLVFAPYGQRWRMLRKI - 130
110- AYNYHDLVFAPYGPRWRLFRKI - 131
109- AYNYQDWFAPYGPQMMFRKI - 130
108- AYNYQDLVFAPYGPRARMLRKI - 129
110- AYNYQDLVFAPYGPRARMLRKI - 131

* % sk kkk kk ok .

Abb. 37: Proteinalignment einer 22 AS umfassenden Region, die moglicherweise mit der 5’-Hydroxylierung
in Zuammenhang steht. * = identische AS; : = konservierte AS; - = halbkonservierte AS (siche auch weitere
Erlduterungen im Text).
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Bei den F3’H-Sequenzen ist die Homologie dieses Abschnitts mit 68,2 % identischen Ami-
noséuren geringfiigig groBer als die durchschnittliche Ubereinstimmung der vollstindigen
Sequenzen (sieche C.7). Auffillig ist, dass sich die Sequenz von CYPCcpHtl aus C. chi-
nensis in diesem Bereich iiberdurchschnittlich stark von den {ibrigen F3’H-Sequenzen un-
terscheidet (Abb. 37 A).

Auf 3 der 22 Positionen weicht nur die Sequenz von CYPCcpHtl von der Konsensusse-
quenz ab, die ohne Beriicksichtigung dieses Enzyms mit 81,8 % identischen Aminosduren
bei den iibrigen 5 F3’H-Sequenzen eine wesentlich héhere Ubereinstimmung aufweisen
wiirde. Innerhalb der F3’,5’H-Sequenzen ist der 22 AS grof3e Abschnitt mit 86,4 % identi-
schen AS sogar noch stirker konserviert (Abb. 37 B).

Mit 50 % identischen AS der Konsensussequenz aller 15 F3’H- und F3’,5’H-Sequenzen
zeigt der Bereich darliber hinaus eine groBere Homologie als die durchschnittliche
Ubereinstimmung einer F3’H mit einer F3°,5°H (46,7 %), was jedoch verglichen mit den
groflen Homologien innerhalb der beiden Unterfamilien sehr gering erscheint.

Bei der genaueren Betrachtung der 3 Substitutionen bei CYPCcpHtl in diesem Bereich
fallt auf, dass die erste Substitution, bei der anstelle eines Leucins (L) ein Methionin (M)
auftritt, genau der Konsensussequenz der F3’,5’H-Sequenzen an dieser Position entspricht
(Abb. 37 C). An der Position der zweiten Substitution, bei der anstatt eines Arginins (R)
ein Glutamin (Q) vorkommt, sind auch die F3’,5’H-Sequenzen nicht identisch, sondern nur
konserviert (s.0.). Die dritte Substitution, bei der anstelle eines Arginins (R) ein Threonin
(T) auftritt, stimmt auch mit den F3’,5’H-Konsensussequenzen nicht iiberein, wo an dieser

Position ein Lysin (K) auftritt.

Zusammenfassend sprechen drei eng mit einander in Beziehung stehende Umsténde dafiir,
dass es sich bei diesem stark konservierten Proteinabschnitt um die oder eine Protein-
struktur handeln konnte, die fiir die Hydroxylierung der Flavonoide an der 5’-Position ver-
antwortlich ist. Erstens ist diese Region sowohl bei den F3’H- als auch bei den F3°,5’H
iiberdurchschnittlich stark konserviert. Zweitens weicht die CYPCcpHtl-Sequenz inner-
halb dieses Bereichs auffallend stark von den iibrigen F3’H-Sequenzen ab und drittens
zeigt die CYPCcpHtl-Sequenz, verglichen mit den anderen F3’H-Sequenzen, die grofite
Ubereinstimmung mit der F3’,5°H-Konsensussequenz in diesem Bereich. Kein anderer
konservierter Sequenzbereich von CYPCcpHtl zeigt gegeniiber den Konsensussequenzen

der F3’Hs und der F3°,5’Hs dhnliche Beziehungen.
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Bei den F3°,5’Hs, die eine durchschnittliche Homologie von 74,6 % identischen Amino-
sduren aufweisen, lassen sich die prolinreiche Region und die vier Proteindoménen (A-D)
ebenso leicht lokalisieren wie bei den F3’Hs (siehe G.4.2). Dariiber hinaus wurden jedoch
keine grofBeren Bereiche innerhalb der Konsensussequenz gefunden, die nur fiir die

F3’,5’Hs und nicht fiir die F3’Hs charakteristisch wéren.

Innerhalb des gemeinsamen Alignments aller F3’- und F3°,5’Hs zeigt, neben den bereits
erwihnten, nur ein weiterer Abschnitt eine besonders groBe Ubereinstimmung aller Se-
quenzen (siche G.4.3). Dieser Abschnitt mit der Konsensussequenz [-KALLL-] liegt un-
mittelbar vor der ebenfalls stark konservierten putativen Sauerstoffbindungsregion (Do-
méane A). Vor diesem Abschnitt erstreckt sich ein Bereich, der auffallend gering konser-
viert ist. Neben der 100 %ig konservierten Himbindungsregion (Doméne D) sind die bei-
den benachbarten Proteinbereiche die am stirksten konservierten Regionen innerhalb der
F3°H/F3’,5’H-Konsensussequenz. Aufgrund der unmittelbaren Nachbarschaft zur putati-
ven Sauerstoffbindungsregion handelt es sich bei dem [-KALLL-]-Motiv moglicherweise
um die Substratbindungsstelle der F3’- und der F3°,5’Hs. Aufler diesem konnte kein weite-
rer groferer konservierter Bereich, der fiir F3’Hs und F3°,5’Hs charakteristisch wire, ge-

funden werden.
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D.5.1 Prolinreiche Region der isolierten CYP-Enzyme und 5’-RACE

Neben funktionellen Aspekten, ist die Protein - bzw. die davon hergeleitete cDNA-Struktur
der isolierten CYP-Enzyme auch fiir den Umgang der CYP-cDNA-Fragmente beziiglich
des 5’-RACE-Verfahrens von grofler Bedeutung. Da bei den verschiedenen Verfahren zur
Klonierung von CYP-cDNAs nur selten ,,full-length* Klone isoliert werden, besteht die
Notwendigkeit die fehlenden 3°- und 5°-Enden durch geeignete Techniken zu generieren.
Die dafiir am haufigsten verwendeten Verfahren sind die sogenannten RACE-Techniken

(siche B.5.8).

Wihrend das 3’-RACE zur Erzeugung fehlender 3’-Enden eine sehr einfache und effi-
ziente Methode darstellt, kann es bei den herkommlichen 5’-RACE zur Erzeugung fehlen-
der 5’-Enden zu zahlreichen Komplikationen kommen, die auf die mRNA- bzw. cDNA-
Strukturen zuriickzufiihren sind und die dazu fiihren, dass nur unvollstindige 5’-Enden er-
zeugt werden. Dabei spielen vor allem die Sekundarstruktur der mRNA und der G:C-Ge-

halt der cDNA, insbesondere an den 5’-Enden, eine wesentliche Rolle.

Bei 5 der insgesamt 6 in dieser Arbeit beschriebenen ,,full-length® cDNAs wurden unter-
schiedliche 5’-RACE-Verfahren zur Erzeugung der fehlenden 5’-Enden eingesetzt. Dabei
konnte das fehlende 5°-Ende mit den herkommlichen 5’-RACE- mit A- und C-Tailing
(siche B.5.8.1) nur in einem einzigen Fall nach groem Arbeitsaufwand isoliert werden
(sieche C.1.3). Bei den iibrigen cDNAs wurde nach zahlreichen Fehlversuchen, die mit z.T.
sehr aufwendiger mRNA-Isolation verbunden waren, die Isolierung der fehlenden 5’-En-

den zunéchst zuriickgestellt.

Da sich aus den gleichen mRNA-Priparationen mit den herkdmmlichen 5’-RACE miihelos
5’-Enden von Nicht-CYP-cDNAs isolieren lieBen, mussten die Fehlversuche im Zusam-
menhang mit der cDNA-Struktur der pflanzlichen CYP-cDNAs stehen.

Dabei kam grundsétzlich nur die prolinreiche Region der isolierten CYP-Enzyme in Frage,
die bei allen Sequenzen stark ausgeprégt ist (siche D.5). Diese Region ist besonders G:C
reich, da Prolin durch die 4 méglichen CCX Codons codiert wird. Dass sich diese G:C rei-
che Region insbesondere beim 5’-RACE mit C-Tailing negativ auswirkte, kann daraus ge-

schlossen werden, dass viele unvollstindige 5’-Enden gerade bis in diese, ca. 100 Basen-
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paare vom ATG-Startcodon entfernte, Region reichten. Dieses wiederholt aufgetretene
Phinomen lésst sich mit der Fehlpaarung des G reichen 5’-RACE-Primers erkldren, der
anstatt an den C-Tail zu binden, sich innerhalb der prolinreichen Region anlagert. Um
dieses Problem zu umgehen, wurde das 5’-RACE mit A-Tailing verwendet, welches
jedoch aufgrund seiner geringen Effizienz keine echte Alternative darstellte (siche

B.5.8.1).

Der Einsatz des neuen RLM-RACE-Verfahrens bestdtigte die zuvor angestellten Vermu-
tungen (siche 5.8.2). Mit dieser Methode konnten auf Anhieb die vollstdndigen 5’-Enden
bei den restlichen 4 cDNAs erzeugt werden.

Dabei wurden ausnahmslos mRNA-Préparationen verwendet, mit denen zuvor durch die
herkdmmlichen Verfahren keine Isolierung der 5’-Enden gelungen war. Durch das RLM-
RACE, welches im Gegensatz zu den anderen Methoden hauptséchlich auf RNA-Ebene
arbeitet, konnten nicht nur im ersten Versuch die 5’-Enden isoliert werden, sondern das
Verfahren lieferte bei allen Ansdtzen derart eindeutige Resultate, dass die sonst hédufig
notwendigen Aufreinigungen der Ansétze vollkommen iiberfliissig wurden. Zudem stellt
das RLM-RACE das einzige RACE-Verfahren dar, welches die vollstdndige Isolierung des
gesamten Leader-Bereiches bis zur 7-Methylguanosingruppe gewahrleistet. Zur Isolierung
fehlender 5’-Enden von pflanzlichen CYP-cDNAs, cDNAs mit hohem G:C-Gehalt oder bei
besonderem Interesse an dem vollstindigen Leader-Bereich der cDNA stellt das RLM-
RACE somit ein nahezu konkurrenzloses Verfahren dar, welches in seiner Effizienz bis-

lang von keiner anderen Methode erreicht wird.
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D.6 Phylogenetische Verwandtschaft der F3’H und der F3’,5’H

Zur Erstellung eines phylogenetischen Stammbaums der F3’Hs und der F3’,5’Hs wurden
zundchst Proteinalignments durchgefiihrt. Dabei ist die Wahl der verwendeten Proteinver-
gleichsmatrix von grofler Bedeutung. Die am weitesten verbreiteten Vergleichsmatrizen
sind die Identitits-Matrix, die PAM-Matrix (Percent Accepted Mutation Matrix) und die
Blosum-Matrix (Blocks Substitution Matrix). Die einfachste, jedoch am wenigsten
aussagekriftige ist die Identitdts-Matrix. Hier werden alle identischen Aminosduren mit 1
und alle nicht identischen Aminosduren mit 0 gewertet.

Bei der PAM-Matrix (Dayhoff et al., 1978; Gonnet et al., 1992) wurde die Haufigkeit be-
stimmter Aminosdurenaustausche bei verwandten Proteinen untersucht. Dabei wurden die
Aminosduresequenzen verwandter Proteine zugrundegelegt, die liber eine Homologie von
mindestens 85 % identischen Aminosduren verfiigen. Zwei Aminosduren, die sich im
Laufe der Evolution der Proteine besonders hdufig gegenseitig ersetzten, bekommen dabei
einen besonders hohen Ahnlichkeitsgrad zugewiesen, wihrend solche, die stark konserviert
waren einen hohen Selbstihnlichkeitsgrad und niedrigen Ahnlichkeitsgrad mit anderen
Aminosduren zugewiesen bekamen. Um groBere evolutionédre Distanzen zu erhalten, wird
die Matrix mit einem konstanten Faktor multipliziert, z.B. PAM 250 = PAM1 *250.

Bei der Erstellung der Blosum-Matrix (Henikoff und Henikoff, 1992) wurden ca. 2000
hoch konservierte Aminosduremuster aus tiber 500 Gruppen verwandter Proteine zugrun-
degelegt. Innerhalb dieser als ,,blocks* bezeichneten Muster wird die Wahrscheinlichkeit
eines Aminosdureaustauschs in jeder einzelnen Position ermittelt. Dabei repridsentieren
hdufig auftretende Aminosduresubstitutionen einen hoéheren Verwandtschaftsgrad zwi-
schen den Aminosduren als seltene Substitutionen in stark konservierten Bereichen. In der
am héufigsten verwendeten Blosum62-Matrix wurden Sequenzen mit mindestens 62 %
identischen Aminosduren zu einer Proteinfamilie zusammengefasst und die Haufigkeit der
Aminoséduresubstitutionen innerhalb eines ,,blocks® ermittelt. Aus dem Durchschnitt dieser
Werte wurde schlieBlich die Proteinvergleichsmatrix Blosum62 erstellt.

Aus den bei dem Proteinalignment unter Verwendung der jeweiligen Proteinvergleichs-
matrix erhaltenen evolutiondren Distanzdaten der paarweise miteinander verglichenen
Aminosduresequenzen, wurde anschlieBend mit Hilfe der am weitesten verbreiteten
»Neighbor-joining Method* von Saitou und Nei (Saitou und Nei, 1987) ein phylogeneti-
scher Stammbaum der F3’Hs und der F3’,5’Hs berechnet.
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Dabei zeigten die Stammbdume, die unter Verwendung der Blosum62-Matrix und der

PAM?250-Matrix erstellt wurden, den gleichen Aufbau (Abb. 37).

_I:FS _&§ H-F russellianum

3 _45 H—E’.grandiﬁorum Gentianaceae

— F'3 _4§ H-G.triflora
3 _8 H—C. roseus

— F3 _5 H—P.hybrida—Hf1

— F3 _5 H-F. hybridu—HfZ
| Solanaceae
— F3 _ 45 H-L.rantonnetii

— — F'3 _5 H-3. melongena

s &8 H—C.mediure

— '3 _ 48 H—{ chinensis
. . Asteraceae
— F'3 H—C.chinensts

— F3 H-P hybrida
— '3 H—P.zonale

— '3 H-A.thaliana
Brassicaceae

— '3 H—M.incana

Abb. 37: Phylogenetischer Stammbaum der bekannten F3’,5’Hs. Der Stammbaum wurde mit Hilfe der
Proteinvergleichsmatrix Blosum62 (Henikoff und Henikoff, 1992) und der ,,Neighbor-Joining* Methode er-
stellt (Saitou und Nei, 1987). Die aufgefiihrten Sequenzen werden mit Referenzen im Anhang G.5 beschrie-
ben.

Die in Abbildung 37 dargestellten phylogenetischen Verwandtschaftsverhidltnisse der be-
kannten F3’H- und F3’,5’H-Sequenzen entsprechen weitgehend den Verwandtschaftsver-
hidltnissen der untersuchten Pflanzen. Alle F3°,5’H-Sequenzen, die aus Pflanzen der Fami-
lien der Solanaceae, der Gentianaceae oder der Brassicaceae isoliert wurden, zeigen unter-
einander einen hohen Verwandtschaftsgrad. Lediglich die Zuordnung der F3°,5’H aus C.
chinensis zu den F3’H-Sequenzen ist dulerst auffillig. Dieses Enzym, welches aufgrund
seiner Aminosduresequenz eigentlich zu den F3’Hs zu zéhlen ist, zeigt jedoch zu allen an-
deren F3’,5’Hs einen hoheren Verwandtschaftsgrad als jede andere F3’H (siehe D.2).
Gleichzeitig zeigt das Enzym gegeniiber den iibrigen F3’,5’Hs die grofite Homologie zu
der F3°,5’H aus C. medium, welches seinerseits den iibrigen F3’Hs phylogenetisch néher
steht als jede von den F3’,5’Hs, die liber eine ,,typische* F3’,5’H-Aminosduresequenz ver-
fiigen. Innerhalb dieser ,,typischen* F3°,5’Hs zeigt die F3°,5’H aus C. medium wiederum

den geringsten Verwandtschaftsgrad zu allen anderen Sequenzen.
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Auf der anderen Seite zeigt die F3°,5’H aus C. chinensis mit ihrer F3’H-, typischen* Se-
quenz innerhalb der ,,typischen* F3’Hs die geringste Verwandtschaft zu allen anderen Se-
quenzen. Diese Verwandtschaftsverhéltnisse lassen den Schluss zu, dass sich die F3°,5’H
und die F3’H aus einem gemeinsamen Vorlduferenzym heraus entwickelt haben. Die Ver-
hiltnisse der F3°,5’H aus C. medium und aus C. chinensis legen nahe, dass es sich bei die-
sem Vorlduferprotein urspriinglich um eine F3’H gehandelt hat, deren schrittweise Muta-
tion zu der Entstehung der F3°,5’H gefiihrt hat. In diesem Sinne stellt die F3°,5’H aus C.
chinensis ein Bindeglied zwischen den F3’Hs und den F3’,5’Hs dar, welche zwar aufgrund
seiner Aminosduresequenz zu den F3’Hs zu zéhlen ist, jedoch bereits iiber eine, wenn auch
schwach ausgeprégte, F3°,5’H-Aktivitdt verfligt. Moglicherweise wurden Mutationen, die
zu der Entstehung der F3°,5’Hs gefiihrt haben, durch die Coevolution von Bliitenbestidu-

bern, die sich auf blaue bzw. blduliche Bliitenfarben spezialisiert haben, beglinstigt.
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D.7 Ausblick

Mit der Klonierung der F3’- und F3°,5’-cDNAs und der Charakterisierung der davon ab-
geleiteten Proteine konnten bei zwei der untersuchten Pflanzen bislang noch unerklirte
Phanomene beziiglich der B-Ring Hydroxylierung aufgekldrt werden. Dennoch wurden
z.T. neue Fragen aufgeworfen, zu deren Aufkliarung weitere Untersuchungen notwendig
sind. Wahrend die Verhiltnisse bei M. incana und P. zonale beziiglich der 3’-Hydroxylie-
rung weitgehend aufgeklirt werden konnten (siche D.1 und D.4), bleibt die Frage ob die
Hydroxylierung des B-Rings bei C. chinensis durch ein einziges oder durch zwei verschie-
dene Gene kontrolliert wird, noch offen (sieche D.2). Dariiber hinaus miissen die auf den
ersten Blick widerspriichlich erscheinenden Resultate der heterologen Hefeexpression des
cDNA-Klons CYPLrpHf1 aus L. rantonnetii erneut tiberpriift werden (siehe D.3).

Neben diesen im Vordergrund stehenden Untersuchungen sind weitere Enzymtests zur
Charakterisierung der isolierten Enzyme geplant, in denen insbesondere der Umsatz von
Flavonen und Flavonolen getestet werden soll. AuBBerdem konnte durch den Austausch
einzelner Proteindominen die Substratspezifitit der Enzyme nédher untersucht werden. Da-
bei wire u.a. die Konstruktion eines hybriden Enzyms denkbar, bei der durch den Aus-
tausch einer oder mehrerer Doménen eine F3°H in eine F3’,5’H iiberfiihrt werden konnte,
bzw. umgekehrt eine F3°,5’H die Fahigkeit verlieren wiirde, 5’-Hydroxylierungen vorzu-
nehmen.

Die Moglichkeiten, die bislang verifizierten cDNA-Klone zu nutzen, sind vielféltig. Be-
reits seit ldngerem werden die heterolog in Hefe exprimierten Klone am Lehrstuhl fiir die
Substratsynthese, v.a. von Eriodictyol und Dihydroquercetin, verwendet. Viele weitere
Flavonoide wie z.B. das pharmakologisch sehr interessante Flavonol Quercetin lassen sich
mit Hilfe der F3’H oder F3’,5’H leicht herstellen. Zusammen mit anderen Flavonoidbio-
synthesegenen konnten dartiber hinaus zahlreiche in der Natur selten vorkommende Flavo-
noide wie z.B. das 3°,4°,5’-hydroxylierte Flavon Tricetin biotechnologisch erzeugt werden
und diese Flavonoide dadurch erstmalig in ausreichender Menge und Qualitét fiir medizi-
nische Studien verfligbar gemacht werden. Auch fiir die Lebensmittelindustrie konnte die
biotechnologische Produktion verschiedener Flavonoide in Zukunft von grof8er Bedeutung
sein. Bei zahlreichen Multivitaminpréparaten und anderen ,,Gesundheitselixieren* wird seit
langem mit dem Zusatz von sogenannten ,,Bioflavonoiden geworben, denen z.T. nicht zu

unrecht gesundheitsfordernde Eigenschaften zugeschrieben werden (siehe A.1.1).
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Dieses positive Image von Flavonoiden wirkt sich u.a. auch bei den wirtschaftlich bedeut-
samen Lebensmittel- und Arzneimittelfarbstoffen aus. Wihrend bei vielen Farbstoffen er-
wiesen ist, dass sie Lebensmittelallergien auslosen konnen und viele davon unter dem Ver-
dacht stehen, die Bildung verschiedener Krebsarten und anderer Erkrankungen zu begiins-
tigen, gelten die stark gefdarbten Anthocyane allgemein als harmlos. Gemél der Richtlinie
94/36/EG des Europdischen Parlaments und des Rates vom 30. Juni 1994 iiber Farbstoffe,
die in Lebensmitteln verwendet werden diirfen, ist im Gegensatz zu vielen synthetischen
Farbstoffen, die Zugabe der als E 163 deklarierten Anthocyane bei zahlreichen Lebens-
mitteln wie z.B. verschiedene Kése- und Essigsorten ohne Mengenbeschrinkung bis zum
»Quantum satis* (Séttigung) erlaubt. Vor dem Hintergrund zahlreicher Lebensmittelskan-
dale und dem zunehmenden Trend zu ,,Bio“-Lebensmitteln konnte die biotechnologische
Produktion der bislang aus Weintrauben-, Holunderschalen, Rotkohl, etc. extrahierten
Anthocyane zunehmend an Bedeutung gewinnen. Dabei konnte durch den kombinierten
Einsatz der F3’- und der F3’,5’H mit anderen Flavonoidbiosyntheseenzymen im Gegensatz
zu den bisherigen Verfahren die gezielte Herstellung einzelner reiner Anthocyane ermog-

licht werden.

Eine weitere wichtige Nutzung der F3’- und der F3°,5’H stellt die Transformation wichti-
ger Zierpflanzen mit den entsprechenden Genen dieser Enzyme dar. Zahlreiche Zierpflan-
zen mit grofBer wirtschaftlicher Bedeutung (z.B. Rosen, Chrysanthemen, Gerbera) sind na-
tiirlicherweise nicht in der Lage den blauen Bliitenfarbstoff Delphinidin zu bilden. Durch
die Transformation dieser Arten mit einer F3’,5’H-cDNA sollte es moglich sein, blaublii-
hende Linien zu erzeugen. Durch die Transformation von Nelken mit einem F3’,5’H-Gen
aus P. hybrida gelang es der australischen Firma Florigene bereits 1996 die blaubliihende
Nelkenlinie ,,Moondust® und 1998 die Linie "Moonshadow" auf den australischen Markt
zu bringen. In Europa konnten die 1998 auf dem européischen Markt zugelassenen Sorten
so gut wie nicht verkauft werden, was einerseits mit der weit verbreiteten Abneigung der
Bevolkerung gegeniiber genmanipulierten Organismen und anderseits mit der nur wenig
iiberzeugenden blassen Farbung der Linien erkldrt werden kann. Es kann dennoch davon
ausgegangen werden, dass intensiver blau gefdrbte Transformanten wie z.B. eine blaue

Rose sich auch in Europa gut vermarkten lieBen.
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Durch die Transformation einiger bedeutender Zierpflanzen bzw. Hochleistungssorten
(z.B. Tulpen-, Hyazinthen-, Rosen-, Gerbera- und Pelargoniensorten) mit einem F3’H-Gen
konnten ebenfalls vollig neue und interessante Bliitenfarben erzeugt werden. Dabei konnte
mit Hilfe der ,,Antisense-Technik* bzw. der ,,Co-Supression die Synthese von Cyanidin-
derivaten vollstindig unterdriickt werden, um so reine Pg- bzw. Dp-Typen zu erzeugen, die

bei diesen Linien natirlicherweise nicht vorkommen.

Neben diesen sind viele weitere Beeinflussungen der Bliitenfarbe von Zierpflanzen mit F3’
und F3’,5’H-Genen denkbar. Es sollte jedoch dabei nicht unerwéhnt bleiben, dass neben
der Beeinflussung der Bliitenfarbe auch weitere positive Effekte mit der Manipulation des
Flavonoidbiosynthesewegs verbunden sein konnen. So zeigte der erste 1990 in der Bundes-
republik Deutschland durchgefiihrte Freilandversuch mit gentechnisch verdnderten Pflan-
zen, bei dem eine weillbliihende DFR-Mutante von P. hybrida mit einem DFR-Gen aus
Mais transformiert wurde, dass die lachsfarbene transgene Petunie gegeniiber verschiede-
nen Pilzerkrankungen weniger anfillig war als die wei3bliihende Mutante (Saedler et al.,
1993). Damit scheinen sich frithere Untersuchungen zu bestitigen, dass Anthocyane bzw.
deren Zwischenprodukte eine wichtige Schutzfunktion gegen Krankheitserreger und
Schidlinge haben konnen. Solche Abwehrmechanismen konnten bei Zierpflanzen durch
gezielte Geniibertragung eingehend untersucht und die daraus gewonnenen Erkenntnisse

anschliefend ggf. auf Nutzpflanzen {ibertragen werden.
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E. Zusammenfassung

Flavonoide sind eine wichtige Klasse sekundirer Pflanzenstoffe, die in allen hoheren
Pflanzen vorkommen. Bis heute sind mehr als 6400 verschiedene Verbindungen bekannt.
Anthocyane, farbige Flavonoide, stellen die wichtigsten Bliitenfarbstoffe dar. Sie verleihen
Bliiten eine rosa, rote, malvenfarbige und blaue Farbung und locken Bestduber an. Dariiber
hinaus besitzen Anthocyane, wie alle anderen Flavonoide, zahlreiche wichtige Eigen-
schaften fiir Pflanzen, wie z.B. der Schutz vor UV-B-Strahlung und Pflanzenschédlingen.
Die am weitesten verbreiteten Anthocyane sind durch das Hydroxylierungsmuster des B-
Ringes des Flavonoidgrundgeriists charakterisiert. Die Hydroxylierung des B-Ringes wird
durch die Aktivitit der zwei Cytochrom P450-Enzyme Flavonoid 3‘-Hydroxylase (F3°H)
und Flavonoid 3°,5‘-Hydroxylase (F3,5°H) kontrolliert. Ohne die Aktivitdt eines dieser
Enzyme wird hauptsdchlich das 4‘-hydroxylierte Anthocyan Pelargonidin gebildet, wel-
ches fiir viele rosa und orange Bliitenfarben verantwortlich ist. Die Aktivitit der F3‘H fiihrt
vorwiegend zu der Bildung von Cyanidin (3°,4‘-hydroxyliert) und die Aktivitdt der
F3’,5’H vorwiegend zu der Bildung von Delphinidin (3°,4¢,5‘-hydroxyliert). Cyanidin
verleiht Bliiten rote und malvenfarbige Farben, Delphinidin ist das vorherrschende Pig-
ment in vielen blauen Bliiten.

Ziel dieser Arbeit war es die F3’H und die F3’,5’H durch die Klonierung der entsprechen-
den cDNA-Klone aus verschiedenen Pflanzen zu isolieren und durch heterologe Expres-
sion in Hefe zu charakterisieren. Zu diesem Zweck stand sowohl chemogenetisch defi-

niertes als auch nicht definiertes Pflanzenmaterial zur Verfiigung.

Aus chemogenetisch definierten Linien von Matthiola incana konnte durch differentielle
PCR ein komplementirer cDNA-Klon der F3’H, die vom Genlocus B kontrolliert wird,
isoliert werden. In Enzymtests setzte das als CYP75B7 klassifizierte Enzym das 4’-hydro-
xylierte Naringenin (NAR) zu 3’°,4’-hydroxyliertem Eriodictyol (ERI) und das 4’-hydroxy-
lierte Dihydrokaempferol (DHK) zu 3°,4’-hydroxyliertem Dihydroquercetin (DHQ) um.

Es konnte dariiber hinaus durch Northernblot-Analyse eindeutig gezeigt werden, dass es
sich bei den homozygot rezessiven Matthiola-Linien (bb) ohne F3 H-Aktivitdt um Trans-

kriptions-Mutanten handelt.
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Zwei F3’H codierende cDNA-Sequenzen wurden aus einer cDNA-Genbank von Cal-
listephus chinensis mit Hilfe einer F3’H ¢cDNA-Sonde aus Arabidopsis thaliana isoliert.
Bei der heterologen Expression des Klons CYPCcppHt1 zeigte das entsprechende Protein
eine eindeutige F3°,5’H-Aktivitit, obwohl es aufgrund seiner Aminosduresequenz nicht zu
der Unterfamilie der F3’,5°’Hs CYP75A sondern in die Unterfamilie der F3’Hs CYP75B
gehort. In den durchgefiihrten Enzymtests war das als CYP75B5 klassifizierte Enzym in
der Lage NAR und DHK sowohl in 3’-Position als auch in 5’-Position zu hydroxylieren.
Somit ist dies der erste Bericht {iber die Isolierung eines Enzyms mit einer F3’H spezifi-
schen Aminosduresequenz, das iiber eine F3’°,5 H-Aktivitdt verfiigt.

Bei der heterologen Expression des zweiten cDNA-Klons CYPCcpHf2 konnte bislang
keine spezifische Enzymaktivitit des codierten Enzyms, welches als CYP75B6 klassifiziert

wurde, beobachtet werden.

Eine weitere F3’H konnte aus Pelargonium zonale isoliert werden. Dabei wurde mit einem
CYP-spezifischen Primer, der von der Himbindungs-Region bekannter F3’,5’H Sequenzen
abgeleitet wurde, ein entsprechendes cDNA-Fragment durch PCR amplifiziert. Mit Hilfe
des neuen RLM-RACE-Verfahrens konnte ein vollstdndiger cDNA-Klon generiert werden,
der anschlieend heterolog in Hefe exprimiert wurde. Sowohl in in vivo Enzymtests mit le-
benden Hefezellen (Bioconversion) als auch in in vitro Enzymtests mit Hefemikrosomen
setzte das als CYP75B8 klassifizierte Enzym NAR zu ERI und DHK zu DHQ um.

Da die F3’H in Pflanzenextrakten von P. zonale aufgrund interferierender Inhaltsstoffe
bisher nicht nachgewiesen werden konnte, ist dies der erste Nachweis der Existenz einer

F3°H und des entsprechenden Gens in P. zonale.

Durch den Einsatz des CYP-spezifischen Primers konnte auflerdem ein F3’,5’H-spezifi-
sches cDNA-Fragment aus Lycianthes rantonnetii kloniert werden. Nach einem RLM-
RACE wurde der offene Leserahmen des vollstindigen Klons in Hefe exprimiert. Dabei
zeigte das als CYP75A09 klassifizierte Enzym nur in den in vivo Enzymtests mit lebenden
Hefen eine Enzymaktivitit, aber nicht in Enzymtests mit Hefemikrosomen. AuBBerdem of-
fenbarte das Enzym nur eine F3’H-Aktivitdt aber keine F3’,5’H-Aktivitét, so dass bislang

nicht feststeht, ob es sich um eine F3’H oder um eine F3’,5’H handelt .
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Durch die Klonierung und Charakterisierung der F3’H und der F3’,5’H konnen viele neue
und interessante Bliitenfarben bei wirtschaftlich bedeutenden Zierpflanzen erzeugt werden.
Dartiber hinaus ermoglichen sie zusammen mit anderen Enzymen aus dem Flavonoidbio-
syntheseweg die biotechnologische Produktion einer Vielzahl von verschiedenen Flavonoi-
den, die dadurch in ausreichender Menge und Reinheit der medizinischen Forschung und

der Nahrungsmittelindustrie zur Verfligung gestellt werden kdnnen.
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E. Summary

Flavonoids are an important class of secondary metabolics present in all higher plants. Up
to today more than 6400 different compounds are known. Anthocyanins, coloured flavo-
noids, represent the major pigments in flowers. They confer pink, red, mauve and blue to
flowers and attract pollinators. Furthermore, Anthocyanins possess like all the other flavo-
noids various important properties for plants, such as protection against UV-B radiation
and pests. The most prevalent Anthocyanins are characterized by the hydroxylation pattern
of the B-ring of the basic flavonoid skeleton. The hydroxylation of the B-Ring is controlled
by the activities of the two cytochrome P450 enzymes flavonoid 3‘-hydroxylase (F3‘H)
and flavonoid 3¢,5‘-hydroxylase (F3¢,5‘H). Without the activity of one of these enzymes
the 4‘-hydroxylated Anthocyanin Pelargonidin is mainly generated which is responsible for
many pink and orange flower colours. The activity of the F3°‘H predominantly leads to the
production of the Cyanidin (3°,4‘-hydroxylated) and the activity of the F3,5°H predomi-
nantly leads to the production of delphinidin (3°,4¢,5¢-hydroxylated). Cyanidin gives flow-
ers red and mauve colours, delphinidin is the main pigment in many blue flowers.

The aim of this thesis was to isolate the F3’H and the F3’,5’H by cloning of the
corresponding genes from several plants and to characterize them by means of
heterologous expression in yeast. For that purpose both chemogenetic defined and none

defined plant material have been available.

From chemogenetically defined lines of Matthiola incana a complementary cDNA clone
of the F3’H that is controlled by the genetic locus B was isolated by means of differential
PCR. In enzyme tests the enzyme classified as CYP75B7 converted the 4’-hydroxylated
Naringenin (NAR) to 3°,4’-hydroxylated Eriodictyol (ERI) and the 4’-hydroxylated Dihy-
drokaempferol (DHK) to 3’,4’-hydroxylated Dihydroquercetin (DHQ). It could also clearly
be shown through Northern blot analysis that the recessive lines of Matthiola (bb) without

F3’H activity are transcription mutants.

Two F3’H coding cDNA sequences were isolated from a ¢cDNA library of Callistephus
chinensis by using a F3’H cDNA labelled probe of Arabidopsis thaliana. During the heter-
ologous expression of the clone CYPCcpHt1 the corresponding protein showed a definite

F3’,5’H activity even though it does not belong due to its amino acid sequence to the sub-
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family of the F3’,5’Hs CYP75A but to the subfamily of the F3’Hs CYP75B. In the enzyme
tests carried out the enzyme classified as CYP75B5 was able to hydroxylate NAR and
DHK in the 3’-position as well as in the 5 -position. Thus, this is the first report on an
isolation of an enzyme with a F3’H specific amino acid sequence which has a F3°,5’H ac-
tivity.

Up to now the heterologous expression of the second clone CYPCcpHt2 has revealed no

specific activity of the encoded enzyme which was classified as CYP75B6 .

Another F3’H was isolated from Pelargonium zonale. For that purpose a corresponding
fragment was amplified by PCR with a CYP-specific primer which derived from the heme-
binding region of known F3’,5’H sequences. By using the new RLM method a full-length
cDNA clone could be generated and heterlogous expressed in yeast afterwards. /n vivo en-
zyme tests (bioconversion) as well as in vitro enzyme tests showed the conversion of NAR
to ERI and DHK to DHQ catalysed by the enzyme classified as CYP75B8. Since a F3°’H
activity could never be demonstrated in plant extracts of P. zonale due to interfering com-
pounds this is the first evidence of the existence of a F3’H and of the corresponding gene

in P. zonale.

By using the same CYP-specific Primer a cDNA fragment from Lycianthes rantonnetii was
also cloned by PCR. After a RLM-RACE the open reading frame of the full-length clone
was expressed in yeast. The enzyme classified as CYP75A9 showed only a enzyme activ-
ity in the in vivo enzyme tests with living yeast, but not in enzyme tests with yeast micro-
somes. Additionally, the enzyme revealed only a F3’H activity, but no F3°,5’H activity, so

it is not certain at the moment whether this enzyme is a F3’H or a F3’,5’H.

Because of the cloning and characterization of the F3’H and the F3’, 5’H many new and
interesting flower colours can be created in economically important ornamental plants.
Moreover, together with other enzymes of the flavonoid biosynthetic pathway they enable
the biotechnological production of a multiplicity of different flavonoids, which can thereby

be made available in sufficient quantity and purity for medical research and food industry.
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G. Anhang

G. Anhang

G.1 Verwendete Primer und Adapter

Von den verwendeten PCR- und Reverse-Transkritase-Primer sind hier nur die
unspezifischen Standardprimer und die Primer, die zur Isolierung der DNA-Sonden
bendtigt wurden, aufgefiihrt. Die genspezifischen 5’- und 3’-RACE-Primer, sowie die
spezifischen ,,end-to-end*“-Primer sind zusammen mit den entsprechenden cDNA-Klonen

in Anhang G.2 und G.3 dargestellt.

PCR - und Reverse-Transkriptase-Primer

Nane Nukl eot i dsequenz

AAP 5'-G3C CAC GCG TCG ACT AGT ACG GE IGG AdI GG I11G3

AP 5" -GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT TTT TTT TTT TTT TTT T-3’

AUAP 5’ - G3C CAC GCG TCG ACT AGT AC 3’

CYPA invers 5" - AA(CT)CT(CT) (AT) (CT)IGA I I (AG) (AT) Al (GT) (CT) -3

CYPB i nvers 5 -C(GNI(GC) (GNICaITICCT) (AG AAl G(X0) I A(AGT) -3’

Hf 2 5 5" -ATG GIG CTA CIT AGI GAG CIT GCT GCA-3’

Hf 2 3 5" -TCA AGC TAA AGG TGC ATA AAC ATC AAT-3’

HFDM 5 - GGE AA(CT) (GO) A(CT) TTTGA(AG) (CT) T(AG) ATI CCATTTGA GC
TA) GGA( AC) GAAG 3’

HTDM 5 -Q(GT) I A(GA) (CT) GACTT(CT) GA(GA) (CG) T(CA) (AT) T(GA) CC
GA) TT(CT) GAl GC(C T) G3( GA) ( CA) G AG( GA) AT- 3’

Nested PCR priner 2R | 5 -AGC GIG GIC GCG GCC GAG GT- 3’

PCR priner 1 5'-TCG AGC GGC CGC CCG GGC AGG T- 3

pLGT10H 5" -CCT TTT GAG CAA GIT CAG CCT GG 3’

pLGT10R 5 -GGl G&C TTA TGA GIA TTT CIT CC- 3

A igo(dT)-Priner 5 -TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT VN-3

Adapter zur subtraktiven Hybridisierung zweier differentieller cDNA-Populationen

Nane Nukl eot i dsequenz

Adaptor 1 5' - CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CTC GAG CGG CCG CCC GG
CAG GI-3’

Adapt or 2r 5' - CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAG CGT GGI CGC GGC CGA
GGT- 3’
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G.2. CYP-cDNA-Fragmente

Nicht differentiell exprimiertes CYP-cDNA-Fragment PUHT aus Matthiola incana:

F1 L S$SCF®PI FSTARSIKWRSLHATATUPZPGFP 28
TTTATCTTATCATGITTCCCTATCTTCTCCACCGCAAGAT CCAAAT GGAGAT CTCT TCAT GCCACCGCAACACCGCCGEGACCT 84
P RLPI1I I GNI HQI GKNPHRSFADILS KTYG 56

CCACGGCTACCAATCATAGGAAATATACAT CAAAT CGGAAAAAACCCACACCGCTCTTTCGCCGACCTCTCAAAAACT TATGGA 168

PI MSFKFGCLNTVVI TSPEGAREVLRTH 84
CCAATCATGAGT TTTAAGT TTGGATGI TTAAACACTGT GGTCATAACT TCACCGGAAGGT GCAAGAGAGGT TCTAAGAACACAT 252

DQI L AAHFSPNSI RSI NHHUDUZFSVL WL P S 112
GACCAAATCTTGECTGCTCATTTTTCGCCTAACT CGATACGATCCATCAATCATCACGACTTTTCCGTGCTTTGECTTCCATCA 336
<AAAAAGCGGATTGAGCTATGCTAGG 5' Gb
T SARWRLILWRKLSVTYLZFSPOQRI EASIKAIL 140
ACGTCTGCTCGI TGGAGACT GTTGAGAAAACT GTCTGTGACT TACCTCT TCT CGCCGCAACGT AT CGAAGCCAGTAAACGCTCTG 420
<TTGCATAGCTTCGGTCATTTCGAGAC

R MK KV QEL VRFMSESSERETEVV DI S RYI 168
CGGATGAAGAAAGT GCAAGAGCT TGTAAGAT TCATGAGT GAAAGCAGCGAGAGAGAAGAAGT TGTTGATATTTCTCGGTACATC 504
GCC 5

FSSQFULI SYRNLVFFSDGFQDIKVI AVTEA 196
TTTTCATCACAGI TCTTAATATCATATCGGAACCTATTTTTTTCTGATGGEGT TTCAGGACAAGGT GATTGCT GT CACGGAAGCT 588

I GNP DL SNYFPFLGFLDLQGNRIKIKILKVC 224
ATAGGGAACCCAGACCTTTCTAACTACT TTCCATTTCTAGSGT TTCTTGATCT CCAAGGTAATAGAAAGAAGT TGAAGGTTTGC 672
Ss bML FRVFRGFI DAKI AEKWPLIRSSHNDG 252
TCTGATATGCTGI TTAGGGT TTTCCGT GEGT TCATCGACGCT AAAAT AGCCGAAAAACCACT GAGGAGT AGCCATAATGATGEC 756
S ESDFVDALLDLTEGDI KTELNTSNI EHIL 280
TCGGAAAGCGAT TTTGT GGATGCGCT TCTCGAT CTCACT GAAGGAGAT AAAACAGAACT CAACACAAGCAATATTGAACACCTT 840
L FDLFAAGTHDTNSI TVEWAMATETLTULRNPN 308
CTCTTTGACCT GT TTGCAGCTGGCACAGACACAAACT CTATTACCGT GGAAT GGGCAAT GGCAGAGT TACT TCGAAACCCTAAT 924
3’ Gl GITTGCAGCTGGCACAGACACAAA> <TTACCGTCTCAATGAAGCTTTGSG 5’ G3
I MAKAQAELIDRVI GENGVV QESDI S EL P 336

ATAATGCCAAAGGCT CAAGCCGAGCT CGATCGT GT GATAGCCGAAAACGGCGT CGT TCAAGAGT CAGATATTTCAGAATTGCCG 1008
<TTCTCAGICTATAAAGICTTAACGG 5’ &R
Y LQAVYV KETIFRLHPAGPLILVPRIKAES ST DYV 364
TATTTACAAGCGGT TGTAAAAGAAACT TTCCGGT TACAT CCGECT GGCCCACT TCTCGT CCCGCGAAAAGCAGAGT CCGATGT G 1092
<AAAGGCCAATGTAGG 5’ GL
EVL GFLVPKDTQVLVNVWAI GRDZPNVWE 392
GAGGTTCTTGGATTTCTTGT GCCTAAAGACACT CAGGT TCTTGT GAACGT GT GGGCTAT AGGAAGAGACCCGAATGT GT GGGAG 1176

NP SQFEWPERZFLEI KT EI DVKSGTDYETLTPFG 420
AATCCGAGCCAGI TTGAGCCAGAGAGGT TCTTGGAGAAAGAAATTGACGT GAAAGGTACAGATTATGAGCTTACTCCTTTTGGA 1260
AAGRRI CPGLPLAVIKI VPLMLSSLIWLY SFD 448

GCCGGACGTAGAATTTGT CCAGGGT TGCCTTTGECTGTGAAGATTGTGCCTCTTATGCTTTCTTCGCTTCTTTATTCCTTTGAC 1344

wWKLWPNGVVPKDLIDMDETZFGI TLHIKTNPL 476
TGGAAGCT TCCAAACGGCGT CGT TCCTAAAGACT TGGACATGGACGAGACCT TTGGTATCACATTACATAAAACCAACCCGT TA 1428

HAV LV KKRAI D* 487
CATGCCGI TCTCGT CAAGAAACGTGCTATTGATTGAACAGT GCATGI TATATTTCTTTTGT TTAGTACGAATCTAATAGITTTA 1512

CAAATTTTATAGCCCATAATACTATATAGTATGGTGACAGTAAATCCTTTTCTTTTGCEGGIGTGITTTTTGIGGITTGITTTTA 1596
TAAAACT TACTTACAACCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1639

Der unterstrichene Sequenzbereich stellt das bei der differentiellen Hybridisierung isolierte, nicht differentielle, 734 Bp groBe DNA-
Fragment dar. Die RSAI-Schnitstellen (GTAC) sind fett dargestellt (siche auch C.1).

Unvollstdndige cDNA 1639 Nukleotide

Unvollsténdiger offener Leserahmen: Start 1 - Stop 1464

Codierender Bereich: 1461 Nukleotide = 487 Aminoséurereste

5’-RACE-Primer: 5°Gl, 2, 3,4 und 5

3’-RACE-Primer: 3°Gl
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Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPLrpHf2 aus Lycianthes
rantonnetii:

GNDZFELI PFGAGRRI CAGTIRMGI V MVEY 28
GCGAATCATTTTGAACTGATGCCAT TTGEGEGECT GGACGAAGGAT T TGT GCAGGGACAAGGAT GGGAATAGT GATGGT GGAATAT 84
I L G T LV HSFDWKZFSNUDVI KIEI NMETESTFGIL 56
ATATTGCGAACTTTGGT TCATTCATTTGATTGGAAATTTTCAAATGATGT TAAGGAGAT TAATATGGAGGAATCTTTTGGT TTA 168
AL QK AVPLEAMVTWPRLPZFDUVYYTN* 80

GCTTTGCAAAAGGCTGT CCCTCTTGAAGCTATGGT TACCCCAAGGCTGCCTTTCGATGT TTATTATACAAATTGAAATCTTATT 252
TGGTTTCAATTATTTGAATAATAATCGT TGT TAGT CTAAGAAGCCT TCCTAGT TACGTATAGT GTAACCTATCTGCTGAAAACT 336
ATAACTTAAGTAATTCAAGT GT TAGCTATATCTAAACACAAAAAAAAAAAAAA 389

Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPLrpHf3 aus Lycianthes
rantonnetii:

GNDFELMPFGAGRRMCPAYGLGLI KV V HA 28
GGGAACGATTTTGAACTGATGCCAT TTGEGEGECT GGAAGAAGGAT GT GT CCTGCCT ACGGECT TGEGEGECT TAAGGT GGT TCACGCC 84
T LANLVHGFIKWSLWPHNMMTWPEUDLNMETEII F 56
ACCTTAGCTAATCTTGTACATGGGT TTAAATGGT CATTGCCT CATAATAT GACACCT GAGGACCT CAACATGGAGGAGATTTTT 168
GL SI PRKI PL SAVI EPRLZPLY LY S A¢¥* 81

GGTCTCTCTATACCAAGAAAGATTCCACT TTCTGCTGTGATTGAGCCAAGACTTCCACTATATCTTTACTCTGCTTGATTCTGC 252
ACTAATGI TGTTACATCAATAAATGI TCTTTCTCTGATTGTAATGGTGGACATATCCACTAAGGT TCATCTAATGCTCTACATG 336
TTTTGTGACAAAAAAAAAAAAAAAA 361

Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPPzpHtl aus
Pelargonium zonale x Hybriden:

GNDFELMPFGAGRRI CAGMSULGLRMYVOQL 28
GGGAACGACT TTGAACTGATGCCAT TTGEGEGECT GGACGAAGGATAT GCGCCGEGATGAGCCTAGEECTACGCATGGT TCAATTG 84
L T ATLULHAFNWDTLUPOQGOQI P QELNMMDTEAY 56
CTCACTGCGACTCTTCTTCACGCCT TTAAT TGGGATCT TCCGCAAGGT CAAATACCCCAGGAGCTAAATATGGACGAGECTTAT 168
GLTLQRASPLHVRPRPRLPSMHILY* 79
GGACTCACACTTCAAAGAGCT TCACCTTTACAT GT GCGCCCACGT CCAAGGCTACCCTCTCATTTGTATTGATCTATAACTTGA 252
ATTTCATGTCATGT CTTGTAAAAAAAAAAAAAAAA 287

Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPPzpHt2 aus
Pelargonium zonale x Hybriden:

GNDFELMPFGAGRRI CAGMSULGLRMYVOQL 28
GGGAATGACTTTGAACT GATGCCAT TTGEGEGECT GGAAGT AGGATAT GCGCCGEGAT GAGCCTAGGEGECTACGCATGGT TCAATTG 84
L TATLLHAFNWDLUPOQGQQI P QEL S MDEAY 56
CTCACTGCGACTCTTCTTCACGCCTTTAAT TGGGATCT TCCGCAAGGT CAAATACCCCAGGAGCTAAGT ATGGACGAGGCTTAT 168
GLTLQRASPLHVRPRPRLWPSMHILY* 79

GGACTCACACTTCAAAGAGCTTCACCTTTACAT GTGCGCCCACGT CCAAGGCTACCCTCTCATTTGTATTGATCTATAACTTGA 252
ATTTCATGICATGI TTTGTAATGGCTGGATTAATAAAATTCATCACT TGTAACTACAAAACTAGATAGCTAGT TGCGTGTGI TA 336
TGATGATGATATTTTGCTGTACTGTAAAAAAAAAAAAAA 375
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Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPMipHt aus Matthiola

Incana:

GNDFELI PFGAGRRI CPGI GL AMLMHLEY 28
GGAAATGATTTTGAATTAATACCAT T TGGAGCAGGGAGAAGGAT CT GT CCAGGGAT TGEGCTAGCGATGCTGCATCTGGAGTAC 84
Y VANMY KEFEWKEVEGHEVDLTEIKVEFT 56
TATGTGGCCAATAT GGT GAAGGAGT TCGAGT GGAAGGAAGT GGAAGGT CATGAAGT TGAT TTGACGGAGAAGGT GGAGT TCACC 168
VVMKNPLI KARAVPRRGQVV L S * 77

GTCGTCATGAAGAAT CCGCT TAAGGCT CGTGCTGT GCCAAGGAGAGGACAAGT GGTCCTGTCGTAGAAAGACTAGTCTTCTTCT 252
TTTAATAATAAATAGT TAGGAAGAGT TGATGGTAATTGT GTACTTTGT TTCGT GAAGGT ACCCGT CTCTAATAAATGATAGAAG 336
TACTGCTTTTATTAAAAAAAAAAAAAAAAA 366

Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPL4pHT aus Matthiola

IncCana:

GSDFELI PFGAGRRI CAGLSLGLRTI QL 28
GGGAGCGATTTCGAGCTCATACCGT TCGGAGCT GGGCGGAGAAT CT GT GCAGGECTGAGT TTAGGGT TACGGACGATTCAGI TG 84
L TATLVHGFEWETLAGGVYVYTW®PEIKLNMMETETY 56
CTGACAGCGACGCTGGT TCATGGAT T TGAAT GGGAAT TGGCCGGAGGAGT TACGCCGGAGAAGCT GAATAT GGAGGAGACATAT 168
GI T VQRAVPLI VHPKPRLALNVYG GV GSG 84

GGGATTACTGTGCAAAGAGCGGT TCCTTTGAT TGTGCATCCTAAGCCTAGGT TGGCTCTGAATGT TTATGGAGT TGGATCGGGT 252
TAAATGCGAGT TTTTGGT TGCCTGAGAAGGT TGATCT TGCACCGT GGAAATTAAAAAGCT TATTACTGGAATTCCTTAAAAAAA 336

TAAGTCTAAAATCAAGTAATTATTGAAATATGGTGAATTTTGT TGCAAGI TTGTACCCTATTATGI TATGITGT TTTTTTGGAA 420
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 442

Nukleotidsequenz und putativer offener Leserahmen von CYPHmM1 aus Hydrangea

macrophylla:

GNHFEVMPFGAGRRMCPGOQQVMAY K QVHL 28
GGGAACCATTTTGAGGT GATGCCATTTGGEGGECT GGACGTAGAAT GT GT CCCGGACAAGT CATGGCTGTCAAGCAAGTI TCACT TG 84
Il L. ANL I HFFDWSULUPNUDU GDWPL QL DMNE K F 56
ATTTTGGECCAATCTGATCCATTTCTTTGATTGGTCTCTTCCTAATGATGGT GATCCTTTGCAACTGGACATGAATGAAAAATTT 168
GV SL QKEQPULULULI P KE K * 73

GGAGTAAGCT TGCAGAAGGAACAACCATTACTACT CATTCCTAAAGAAAAATGATGATCTCAAAAGAATTGT TTCCTTGTATAG 252
TAATTTGIGT TGTCTTGTGATCCATTATATGATGT TTTGATGT TATATGTGT TAAATTGAAATTGT TCTGTAAAAGCACTAAAA 336
AAAAAAAAAAAA 344
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G.3. ,,Full-length” CYP-cDNA-Klone

Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von SPHT £ differentiell exprimiertes Cytochrom P450-

Enzym CYP706A8 (Acc.: AF313492) aus Matthiola incana:

ML AAYAI PI L TAI L SI FWYULLKR
AGATTAGGCAGAAAAT GT TGGCCGCT TACGCAAT TCCCATCCTCACTGCCATCTTGTCGATTTTCTGGTACCTCTTGAAACGCG
E5’ ATGITGGCCGCTTACGCAATTCCCATCCTC
VQRRPPLPPGPRGL®PI VGNLWPFLWUDU®PUDILH
TGCAACGGCGACCACCT CTACCACCAGGACCGCGAGGEGECTACCTAT TGT GGGCAACCT CCCGT TTCTTGACCCTGACCTGCACA

T YFTSLAQTHG G S FKLNLGSI KLTVVI §S
CCTACTTCACAAGCCT TGCTCAGACT CACGGT TCAATCTTCAAACT CAAT CTCGGAT CAAAACTAACGGT CGTTATCAGCTCTC

P SLAREI L KDQDI NFANHDVPLTU GRAAT
CGT CGCTGECTCGAGAGAT CCTTAAAGAT CAAGACAT CAATTTCGCAAACCAT GACGT TCCT TTGACGGEGECCGAGCAGCTACCT

Y GGL DI L WSPYGAEWRMLRIKYVZCLILKILIL S
ATGGECGGT CTGGACATCCT TTGGT CACCATAT GGAGCCGAAT GGAGAATGCTTAGAAAAGT TTGTCTTCTTAAGCTTCTTAGCC
<TATACCTCGCCTTACCTCTTACGAATC 5" G3

R KTULDSFYELIRRKEI RERTRFLYKIOQSRG
GAAAAACTTTGGATTCTTTCTACGAGCT TCGACGCAAAGAAAT CCGAGAAAGAACCAGAT TTCTATACAAGCAAAGT CGAGGAG
<AAACCTAAGAAAGATGCTCGAAGC 5' & <TTGGTCTAAAGATATGITCGITTC 5’ GL

EAPVNVGDQLFLTMMNLTMNMLWSGG GS VK
AAGCGCCGGT GAATGT CGGAGATCAGT TGT TTTTGACGAT GATGAAT CTAACGAT GAATAT GCTAT GGGGGCGATCTGT GAAAG

3 Gl TGAAAG
AAEEMASY GTUEFIKSGVI SEI TRLI GEZPNWVS
CAGAGGAGAT GGCGAGT GT TGGAACAGAGT TTAAAGGGGT CATTTCTGAGATAACTAGGCT TATAGGT GAGCCTAATGI TTCCG
CAGAGGAGATGGCGAGT GT TGGAA>

DFFPWLARFDI QGL VK SMRVYVSARAOQLDAYV
ATTTTTTCCCATGGCTAGCGAGATTCGATATTCAAGGGECT TGTGAAGAGCATGCGT GTGT CTGCTCGACAGCT TGATGCGGTCT

FDRAI KQMAQQI T SSsSDGET CKUDZFLIOQYLMEK KL
TCGATCGAGCCAT CAAGCAGAT GCAACAGATAACAAGTAGT GATGGT GAATGCAAAGACT TTTTGCAATATTTGATGAAGT TGA

K bQESDSEVZPI TLNHVIKAVLTIDMMYVVGSGT
AGGACCAAGAAAGT GACTCGGAGGT TCCTATTACCCT TAAT CATGT CAAAGCCGT ACT CACGGATATGGT GGT CGGT GGTACGG

DT SMNTVEFAMAETLI NKPELMKIKAOQOQTE'L
ATACATCAATGAATACGGTAGAATTTGCTATGECCGAGCT AATAAACAAACCAGAGT TGATGAAGAAAGCGCAACAAGAGCTAG

DQVVGKDNI VEESHI TKLPYIl VAI MKET
ACCAAGT TGTAGGGAAAGACAACAT TGT GGAAGAATCACACATCACTAAACTTCCTTACATTGTAGCCATTATGAAAGAGACAC

L RLHPTLWPLLVPRRPAEAAVY GGYTI PK
TTAGACTTCACCCAACCCTTCCTTTGI TAGT CCCTCGCCGT CCTGCGGAAGCT GCAGT GGT GGGAGECTACACCATTCCTAAAG

DT K1 FI NVWwWCI QRDWPNVWEI KWZPTETFRPER
ACACTAAGATCTTCATCAATGT TTGGT GTATTCAGAGAGAT CCAAACGT GT GGGAAAAACCGACT GAGT TTCGT CCCGAGAGGT

F L DNNKWPRDZFTGTWDYSYFPFGS GRIRI CA
TTCTTGATAACAATAAGCCT CGTGATTTCACCGGAACAGATTATAGCTATTTTCCCT TTGGAT CCGGCCGGAGAAT TTGCGCCG

GVALAERMYVYLYTLATLLHSZFDWKI P QGH
GTGTAGCACTCGCCGAGAGGATGGT TTTGTACACTCTCGCGACACTATTGCAT TCGT TCGATTGGAAGATTCCTCAAGGACATG

v L DL EEKI GI VL KLIKTW®PLVALZPVPRLSD
TGTTGGATTTGGAAGAGAAAAT TGGGAT TGTCTTGAAGCT CAAGACGCCTCTTGT TGCCCTGCCCGT TCCTAGGT TGTCCGATT
<GGATCCAACAGGCTAA
S N L Y I *
CTAATCTTTATATATAGTATTAGTCAAAACTCAAACACACCTTTTTTCAACACCTTTTCTCACATTTTCTTATTGITACTATTG
GATTAGAAATATAT E3’
GTAAAGTGTGAAGT GTGTTCACACTTGTACACACATGT CTTGTATCTTTATAAAGT GGTGTAAGATAAATTAATAAAGAGTATA
CAAGGAGACTAATCTCTCTCTCTTTGATTCTCTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

cDNA 1758 Nukleotide

Offener Leserahmen: Start 15 Stop 1529

Codierender Bereich: 1512 Nukleotide = 504 Aminoséurereste
5’-RACE-Primer: 5°G1, 2 und 3

3’-RACE-Primer: 3°G1

End-to-end Primer: E5” und E3”
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Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von CYPCcpHtl £ Flavonoid 3’,5’-Hydroxylase aus

Callistephus chinensis CYP75B5 (Acc.: AF313489).

MSsS1 L SLLVYFCI1 SLLVI I ALYV 21
CGCGATTCCCCGGT TTGTAAAAATGAGCAT TTTAAGCCTACTAGTCTACTTTTGCATCAGI TTGT TAGTAATAATTGCATTGGT 84
EXba TCTAGAATGAGCATTTTAAGCCTACTAGTICTACTTT>

NMFI TRHTNRLPPGPAPWPVV GNLPHIL G 49
TAACATGI TCATCACCCGT CACACCAACCGCCT CCCTCCAGGCCCT GCCCCAT GGCCCGT CGT CGGAAACCT GCCACACCTTGG 168

Al PHHTILAALATA KYGPLVYLRLGFVHVYV 77
TGCAATTCCACAT CACACACT GGCGGCATTGGCAACAAAGT ATGEECCGT TGGTGTATCT TCGACT CGGGT TCGT TCACGT GGT 252

VAS SPSVAAQFLIKVHDLIKZFASRPPNSGA 105
GGTGGCCTCTTCTCCGTCCGT TGCTGCACAGT TTCTAAAGGT TCATGACT TGAAGT TCGCCAGCAGGCCACCAAATTCTGGAGC 336

K HI AYNYQDMVFAPYGPQWTMFRIKI CKD 133
AAAGCATATCGCGTATAATTACCAGGATATGGT GT TTGCACCATATGGT CCTCAGT GGACAATGT TTCGCAAGAT TTGCAAGGA 420

HL FSSKALIDUDZFRMHVROQEIEVAI L ARGLASG 161
TCACCTCTTTTCTAGCAAAGCACT CGATGATTTCCGCCAT GT TCGCCAGGAGGAAGT AGCAATACT CGCACGT GGTTTGECTGG 504

AAGR SKVNLGQQLNMCTANTILARMMLDKR 189
TGCGGEGT CGATCAAAAGT TAACT TAGGCCAACAACT TAACAT GT GCACCGCAAACACAT TAGCACGAATGATGT TAGACAAGAG 588

VF GNESGGDUDZPIKANEFIKEMATELWMFLASG 217
AGTATTTGGCAAT GAAAGT GGAGGCGAT GATCCAAAGGCGAAT GAGT TCAAGGAAAT GGCGACTGAGCTGATGT TTTTGGCAGG 672

QFNI GDYI PVL DWLDLQGI VKKMKIKTILHT 245
ACAATTCAACATTGGTGACTACATCCCGGT TCTTGACT GGCTGGACCT GCAAGGCAT TGT GAAAAAGAT GAAGAAACT GCACAC 756

RF DIKFLDVI L DEHKVI ASGHI DML STLI 273
TAGATTCGATAAGT TCCTTGACGTAATCTTGGATGAACATAAAGT TATAGCGT CGGGT CACATAGACATGI TGAGCACGT TGAT 840

S LKDDTSVDGRK®PSDI EI KALLULETLTFVA 301
TTCACTCAAGGAT GATACCAGT GTAGACGGAAGGAAACCT TCCGACAT CGAAAT CAAGGCTCTGCTTCTGGAATTATTCGTAGC 924

G TDTSSNTVEWAI AELI RQPHLTULI KR RAAQE 329
GGGAACAGACACATCATCTAATACCGT GGAAT GGGCAAT AGCAGAACT CAT TCGCCAACCCCAT CTGCTGAAACGAGCCCAAGA 1008

EMDSVVGQRNRLVTEMDLSQLTZFLOQAI VK 357
AGAAATGGACAGT GTAGT TGGT CAAAACCGGCT AGTAACCGAAAT GGACCT GAGCCAACT AACATTCCTCCAAGCCATTGTGAA 1092

EAFRLMHPSTW®PLSLPRI ASESTCEVDSGYY.I 385
GGAAGCCTTTAGGCT CCACCCAT CGACACCACT TTCCCT GCCAAGGAT TGCAT CCGAGAGCT GTGAGGT GGATGGGTATTACAT 1176

P KGSTLLVNI WAI GRHPEVWTUDUPLEFRTP 413
ACCTAAGGGATCCACACTCCT TGT TAACATATGGGCCAT TGGECCGACACCCAGAAGT GTGGACCGACCCGCTTGAGT TTCGECC 1260

T RFLPGGEIKZPGI VVKVNDTFEVLPFGAGHR 441
CACTCGGTTCTTACCTGGGEGET GAAAAGCCCGGGAT TGT CGTCAAGGTAAATGATTTTGAAGT CTTGCCAT T TGGGEGECCGGACG 1344

R1 CAGMSLALRTVQLL MGTLV QAFDWEL 469
AAGGATCTGTGCTGGTATGAGCCTAGCCT TGAGAACAGT CCAATTGCTCATGCGAACATTGGT CCAAGCCTTTGATTGGGAATT 1428

ANGI KPEKLNMDEAFGL SV QRAEWPLVVH 497
AGCTAATGGTATAAAGCCAGAGAAGCT CAACAT GGACGAAGCCT TTGGECTAAGCGT TCAAAGGGECTGAACCGT TGGTGGT GCA 1512

P RPRLPWPHVYVYKSG* 510

CCCAAGGCCGAGGT TACCT CCCCATGTATACAAAAGCGGT TAAAAAGACT TTTGCGTGTATACATATTACGTATAGTAAACAAA 1596
<TCCAATGGAGGGGTACATATGI TTTCGCCAATTCTCGAG ESac

TTCAACGT TCAGCGAACCATTCATCAACTGTTGCT TATTAAT TAAACGAAGAAATATAAATAAAAAATAAA 1667

cDNA 1667 Nukleotide

Offener Leserahmen: Start 23 - Stop 1555

Codierender Bereich: 1530 Nukleotide = 510 Aminosédurereste
End-to-end Primer: EXba und ESac
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Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von CYPCcpHt2 2 putative Flavonoid 3’-Hydroxylase aus

Callistephus chinensis CYP75B6 (Acc.: AF313488).

MTI1 L PFI FYTTCI1I TALVLY VL
ATTACATCCCCCTCACATGT GCAATGACCATTTTACCCTTTATTTTCTACACATGTATCACTGCCTTAGTGCTCTATGTATTGC
E5’ GCAATGACCATTTTACCCTTTATTTTCT>
L NLLTRNPNRLWPPGPT®PWPI VGNLUPHTLG
TTAACCTTTTGACCCGT AACCCAAACCGCCT TCCCCCAGGT CCAACCCCATGGECCCATAGT TGGAAACCTACCACACCTTGGCA

MI PHHSLAALAQKYGPLMHLRLGFVDVYV
TGATACCACACCACTCATTAGCGGCCT TGECCCAAAAGT ATGGT CCGCTGATGCACCTACGCCTCGGGT TTGT TGACGT GGTCG

V AASASVAAQFLIKTMHDANZFASRPPNSGA
TGGCCGCGT CAGCAT CCGT TGCGGCACAATTTCTAAAAACT CATGACGCAAACT TTGCAAGT AGACCACCCAACT CTGGAGCCA

K HI AYNYQDLVFAPYGPRWRMLRIKI CSV
AGCATATTGCCTATAACTATCAAGATCT TGTGT TCGCACCT TATGGT CCAAGGT GGCGAATGCTTAGGAAAATTTGI TCGGTI TC

HL F ST KALDUDVFRMHVREIEEVAI L TRVLVH
ACTTGITTTCCACTAAAGCACTAGACGACT TCCGT CATGT TCGAGAGGAAGAGGTAGCGATACT GACGCGAGT GTTAGT CCATG

AAGESAV KLGQLULNVCTTNALARYVML GRR
CGGGTGAAT CAGCGGT GAAAT TAGGACAACTACT GAACGT GT GCACCACAAACGCGT TAGCACGAGT GATGCTAGGCCGGAGAG

VF ADGSEGRSGVDPIKADEFIKDMMVYV ELWME'L
TTTTCGCGGACGECAGT GAAGGCCGEEGAGT CGACCCAAAGGCAGAT GAGT TCAAGGACAT GGTGGTGGAACTCATGGAATTAG

AAGEFNI GDFI PPLDT CLUDLIOQGI TKIKMK KL
CCGGTGAATTCAACATAGGT GACT TCATACCACCACT TGACTGCCT TGATTTGCAAGGCATCACCAAAAAGATGAAGAAACTTC

HARZFUDI K FULNI I L DDHIKI EKUGAAGRRMHSD
ATGCTCGATTCGACAAGT TTCTTAACATCATCCT AGACGACCATAAAAT CGAAAAAGGCGCGGECCGECCECCGT CATAGT GACT

L L TTULI SL KDVDAADUDUDETEGKTULSDI E I K
TGCTGACCACGCTGATTTCACTCAAGGATGT TGATGCTGCTGATGATGAT GAAGAAGGGAAACT TTCAGACAT TGAAATCAAGG

A LLLNLFAAGTIDTSSSTVEWAVAEILI RH
CTTTGCTCCTGAACTTATTTGCTGCAGGAACAGACACAT CATCTAGT ACCGT GGAATGGGCAGTAGCCGAACTTATTCGT CATC

P ELLKQAREEMDI VVGRDRLVTETLUDIL SR
CGGAACTATTGAAACAAGCACGCCGAAGAAATGGATATCGTAGT TGGT CGAGACCGGECT TGT AACCGAAT TGGACT TAAGCCGGEC

L TFLQAI VXETVFRLMHPSTWPLSLPRMASE
TAACATTCCTACAAGCCATTGT GAAGGAGACCT TTAGGCT CCACCCT TCGACGCCACT CTCCCTTCCAAGGAT GGCGT CGGAGA

S CEVDGYYI!l PKGSTULILVNVWAI ARDUPIKWM
GT TGCGAGGT GGATGGGT ACTACAT TCCCAAAGGATCCACACTCCT TGT TAAT GTATGGGCCAT AGCCCGCGACCCAAAAATGT

WTNWPLEVFRPSRZFLUPGGEI KZPDADI KOGNDF
GGACTAACCCACT TGAGT TCAGGCCCAGT CGGT TCTTACCCGGEEEGET GAAAAGCCCGAT GCAGATATCAAAGGAAATGATTTTG

EVI PFGAGRRI CAGMSL GMRMY QLULI AT
AGGTCATACCATTTGGGEECCCEGAGAAGAAT AT GT GCGGGT AT GAGCCTAGGGAT GAGAAT GGT CCAGT TGCTCATTGCAACAT

L vVoQTFDWELANGLUDWPEI KLNMETEAYG GLTL
TGGTCCAAACCTTTGAT TGGGAAT TGECTAAT GGGT TAGACCCGGAGAAGCT CAACAT GGAAGAAGCTTACGGGECTAACCCTTC

QRAEPLMVHPRPRLSPHVYESR®
AAAGGGCTGAACCCT TAAT GGT GCACCCAAGGCCCAGGECTATCTCCCCATGTATATGAAAGT CGTTAAGGACTAAAACGGATTT
<AGGGGTACATATACTTTCAGCAATTCC E3’
TGGTGT TTTGGT TAGCCAAGT TGGAAAT TCGGCATTTGTAT TTCAAATGATTATGGAAAGT AATGTCTTTGCTCT TCGAATTGT
<AACCAATCGGTTCAACCTTTAAGCCGTAAAC 5’ &R <ACTAATACCTTTCATTACAGAAACGAGAAGC 5’ GL
TGGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

cDNA 1704 Nukleotide

Offener Leserahmen: Start 24 - Stop 1580

Codierender Bereich: 1554 Nukleotide = 518 Aminoséurereste
5’-RACE-Primer: 5°G1 und G2

End-to-end Primer: EPst und EBst681
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Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von CYPLrpHf2 £ putative Flavonoid 3°,5’-Hydroxylase
aus Lycianthes rantonnetii (=Solanum rantonnetii) CYP75A9 (Acc. : AF313490)

MV L L LI S ELC 10

ATTAAAACTACAAATTATAAGCTTCATATATAGTGTATATATCTTTAATAATCATGGTGCTACTACTTATTAGTGAGI TGTGTG 84
EBAM GGATCCATCATGGTGCTACTACTTATTAGIGAGT TGIGI>
AAS AIl I FIT I vHdHI I I S KLI AI GGGRRRRLP 38
CGTCAGCTATAATATTTATCATAGTACATATTATTATTTCAAAATTAATAGCCACCGGECT GGGGACGGAGGECAGCGGT TACCAC 168
PGP MGWPVI GALPLLGTMPHYALAIKMAK 66
CGGGTCCGAT GEGEGT GECCGGT GATCGGAGCACT TCCACT TTTAGGTACCATGCCACATGT TGCACT TGCAAAAAT GGCCAAAA 252
Ky GPI MY L KV GTCGMVYV ASTWPNAAIKATFIL 94
AATATGGACCAATTATGTATCTAAAAGT TGGAACTTGTGGTATGGT TGT TGCT TCTACCCCTAATGCTGCTAAAGCTTTCTTGA 336
K T L DI NFSNRPPNAGAAHLAYUDAOQDMVEF 122
AAACACTTGATATCAATTTCTCCAATCGT CCACCTAAT GCAGGT GCCACACACT TGECCTATGATGCTCAAGACATGGTITTTTG 420
AAHY GPRWKULILWRIKLSNLMHMLGGIKALET DWA 150
CACACTATGGACCACGT TGGAAGT TGCTAAGGAAAT TGAGCAACT TACACATGCTAGGT GGTAAAGCCT TAGAAGATTGGECTA 504
NV RANELGHMLKSMFDASRVYVGDRVYVVYV ATD 178
ATGT CCGCGCCAAT GAGT TAGGCCACAT GCTAAAAT CGAT GT TCGACGCGAGCCGEGET GEECGGET CECGT GGT GGT TGCGGATA 588
ML TFAMANMMI GQVI L S KRVFVEIKUGAEVN 206
TGTTGACGT TCGCAATGGCAAACAT GATTGGT CAAGT GATATTAAGT AAGAGAGT GT TTGT GGAAAAAGGGECGGAGGT CAATA 672
EF K DMVVELMTVAGYSNI GDFI1I P QL AWM 234
AATTTAAGGACATGGT CGT GGAAT TAAT GACAGT AGCGEGGTATTTTAATATTGGAGATTTTATTCCTCAATTAGCT TGGATGG 756
DL QGI EKGMKT CLMHI KI KT FDUDULIULTI KMFUDEHK 262
ATTTACAAGGCGATTGAAAAAGCCGAT GAAATGT TTGCACAAAAAATTTGATGATTTATTGACAAAAATGT TTGATGAACATAAAG 840
AT RNERIKGIKW®PDZFLDVV MANRUDNSEGTERIL 290
CAACTACCAATGAAAGAAAGGCGAAACCTGATTTTCTTGATGT TGT TATGGCAAATAGAGATAAT TCT GAAGGAGAAAGGCTCA 924
S TNNI KALLULNLZFTAGTUDTSSSAI EWAL 318
GITACAAACAATATCAAAGCACTTTTGI TGAATTTGI TCACAGCTGGTACAGACACT TCATCAAGT GCAATAGAATGGEGECACTTG 1008
AAEMMIKNZPOQI L KKV QQEMDOQI I GKNIRRTLI 346
CAGAAATGATGAAAAAT CCACAAATTCTCAAGAAAGT ACAACAAGAAAT GGATCAAATCATTGGAAAAAATAGACGT TTAATTG 1092
E S DI PNLUPYLRAVCKETUFRIKMHWPSTPLNIL 374
AATCTGATATTCCGAATCTCCCTTATTTACGCGCAGT TTGCAAAGAAACAT TTCGAAAACACCCT TCCACACCTCTAAATCTCC 1176
PRI S NEPOCMYVYDGYYIl PKNTRLSVNI WA/ 402
CTAGGATAT CGAACGAGCCAT GCATGGT CGATGGT TAT TACATACCGAAAAACAT TAGGCT CAGT GTCAACATATGGGCAATTG 1260
GRDPEVWENPLEFNPERIEFLSGIKNYVKI DP 430
GACGAGACCCTGATGT GTGGGAGAATCCACT TGAGT TCAATCCTGAGAGGT TCTTGAGT GGAAAAAAT GTGAAGATTGACCCTC 1344
R GNDVFELI PF GAGRRI CAGTIRMGI V MVE 458
GAGGGAATGATTTTGAGT TGATTCCATTTGGT GCAGGACGAAGGAT TTGT GCAGGGACAAGGAT GGGAATAGT GATGGT GGAAT 1428
Yy Il L 66 T LVHSFDWK FSNDV K EI NMETESTFG 486
ATATATTGGGAACTTTGGT TCATTCATTTGATTGGAAATTTTCAAATGATGI TAAGGAGATTAATATGGAGGAATCTTTTGGTT 1512
<CTCCTTAGAAAACCAA

L AL QKAVPLEAMVTWPRLWPFDWVYYTN®* 511
TAGCTTTGCAAAAGGCTGI CCCTCTTGAAGCTATGGT TACCCCAAGCCTGCCTTTCGATGT TTATTATACAAATTGAAATCTTA 1596
ATCG 5’ & <TTCCGACGGAAAGCTACAAATAATATGI TTAACTCTCGAG ESac

<ACAAATAATATGITTA 5’ GL

TTTGGTITTCAATTATTTGAATAATAATCGT TGT TAGT CTAAGAAGCCT TCCTAGT TACGTATAGT GTAACCTATCTGCTGAAAA 1680

CTATAACTTAAGTAATTCAAGT GT TAGCTATATCTAAACACAAAAAAAAAAAAAA 1735

cDNA 1735 Nukleotide

Offener Leserahmen: Start 54-1589 Stop

Codierender Bereich: 1533 Nukleotide = 511 Aminosdurereste
5’-RACE-Primer: 5°G1, 2 und 3

End-to-end Primer: EBam und ESac
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G. Anhang

VAN

Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von CYPPzpHt2 £ Flavonoid 3’-Hydroxylase aus

Pelargonium zonale x Hybriden CYP75B8 (Acc.: AF315465)

MY NMSLYLLL GS S AL AF

AAGTAGT TGCGATCAATAGAT CGATCGATCGAGATGTACAATATGAGT TTGTATCTCCTGCTGEECTCCTCGECTCTTGCCTTT
EPst CTGCAGATGTACAATATGAGTITTGTATCTCCTGCTG>

AAAY L VL F SF SKS SRRRLWPPGPIKAWPI V GN

GCGGCCTACTTGGTCCTGT TCTCATTCTCAAAGT CAAGGAGGAGACT CCCGCCGEECCCCAAGGCAT GGCCCAT CGTGGGGAAC

L PHMGSMPHOQQNLAAMARTYGPLVYLRLG
CTGCCGCACAT GGGAT CCAT GCCGCACCAGAACCT GECCGCCAT GGCCCGCACCT ACGECCCGCTCGT CTACCT CCGCCTCGEC

FVDVVVALSASMASO QFLIKTMHDSNFSSRP
TTCGTCGACGTCGT TGTGECGCTCTCGECT TCCATGGCAT CGCAGT TCT TGAAGACCCACGACT CCAACT TCTCCAGCCGECCC

P NA GAKHI AYNYHDLVFAPY GPRWRILFR
CCCAACGCCGGAGCTAAGCATATTGCTTACAACTATCACGACCT CGT CT TCGCCCCT TAT GGCCCGCGCTGECECTTGI TCAGG

K1 T$8sI1I HL F S GKALDUDYRHVRQETEVGV L A
AAGATCACCTCCATCCATCTCTTCTCCGGCAAGGCCCT CGATGATTACAGACAT GT CCGCCAGGAAGAGGT GGGEGEGTATTGECG

S NLARAVSTI VNLGOQQLULNI CATNALGRA
AGCAATTTAGCGCGT GCGGT GTCGACAATAGT GAAT TTGGGGCAAT TGT TGAACATATGT GCTACCAAT GCAT TGGEECECECG

vV GKKVFKDSGTUDUDVDZPIKADEFIKSMVVEHL
GTGATAGGTAAGAAGGT GT TCAAGGACGGT ACCGAT GATGT TGACCCCAAGGCTGATGAGT TCAAATCAATGGT TGTGGAGT TG

MVL AGVFNI GDFI1 PPLDZ CLUDLQGVASIKWM
ATGGTGI TGECTGGTGTGI TTAACATCGGTGACT TTATCCCTCCTCTCGACT GCCTTGACT TGCAAGGCGT CGCATCTAAAATG

K NLHKRFDAFLSAI L QEHNI NSAASATUP
AAGAACCT CCACAAGCGCT TCGACGCCT TCTTAAGCGCCAT TCTCCAAGAGCACAACAT TAAT TCTGCT GCCAGT GCCACGCCT

Ss ML TTWLI SL KDSVEDSEG GG GIKTLTUDTEI KA
AGTATGI TGACCACGCTCATTTCGT TGAAGGACAGT GT TGAAGACAGT GAGGGAGGCAAGCT CACGGACACT GAGATAAAAGCT

L LLNMFTAGTH DTTSSTVEWAI A ELI RQP
TTGCTCTTGAACAT GT TCACGGCAGGCACAGACACCACAT CCAGCACT GT CGAAT GGGCCAT CGCAGAGCTAATCCGACAACCT

E1l LI RAQKZEI DSVVGRDRLVTEILDILSKIL
GAAATCCTAATCCGT GCCCAAAAAGAGAT TGAT TCAGT TGT GGGCAGAGATAGGCTCGTAACAGAGT TAGATTTAAGCAAACT T

PYLQAI VXKETZFRLMHSSTWPLSLPRI ATAQS
CCCTACCTTCAAGCTATAGT CAAGGAGACCT TCCGCCTCCACTCTTCTACACCT CTCTCCCTTCCACGGAT TGCAACT CAAAGT

CEI NGYHI PKGATLLVNVWAI ARDUZPUDVW
TGCGAAAT CAACGGCTACCACATCCCCAAGGGECGCTACCCT TTTGGT TAACGT ATGGGCCAT TGCTCGGGATCCCGACGT TTGG

A DPLSFRPEWRZFLWPGSEI KIENVYVDVKGNDF E
GCTGATCCCCTCTCCTTTCGCCCTGAGAGGT TTCT TCCCGEGT CTGAAAAAGAGAATGT TGATGT TAAGGGTAATGACTTTGAG

LI PFGAGRRI CAGMSLGLRMYV QL L TATIL

CTCATACCATTTGGT GCCGGACGGAGGATAT GCGCCGEGATGAGCCTAGGEECTACGCAT GGT TCAATTGCTCACTGCGACTCTT
<ATGCGTACCAAGT TAACGAGT GACGCTGA<AA
5 &3

L HAFNWDLWPOQQGQI PQELNMDEAYGGLTILQ
CTTCACGCCTTTAATTGGGATCTTCCGCAAGGT CAAAT ACCCCAGGAGCTAAATAT GGACGAGECT TATGGACT CACACTTCAA
GAAGT GCGGAAATTAACCCTAGAAGGCGTTCCAGTTT 5’ & <AATACCTGAGTGTGAAGTT

RASPLHVRPRPRLWPSHTLY*
AGAGCTTCACCTTTACATGT GCGCCCACGT CCAAGGCTACCCTCTCATTTGTATTGATCTATAACTTGAATTTCATGTCATGI T
TCTCGAAGTGGAAATGTACA  <GGTGCAGGT TCCGATGCGAGAGTAAACATATCGCGA EBST681

5 Gl

TTGTAATGGCTGGATTAATAAAATTCATCACT TGTAACTACAAAACT AGATAGCTAGT TGCGTGTGT TATGATGATGATATTTT

GCTGTACTGTAAAAAAAAAAAAAA

cDNA 1704 Nukleotide

Offener Leserahmen: Start 34 - Stop 1569

Codierender Bereich: 1533 Nukleotide = 511 Aminosédurereste
5’-RACE-Primer: 5°G1, 2 und 3

End-to-end Primer: EPst und EBst681
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G. Anhang

Nukleotidsequenz und offener Leserahmen von CYPL4pHT £ Flavonoid 3’-Hydroxylase aus Matthiola

incana CYP75B7 (Acc.: AF313491).

mMmTTWLI11 L T1 L L ATZFULSULZFI1I FF L L

AGAAAAAACACAAAACACTATGACTACTCTCATCCTCACAATCCTACTCGCCACTTTCCTCTCCCTCTTCATCTTCTTCTTGCT
EXba TCTAGAATGACTACTCTCATCCTCACAATCCTACTC>

R RNRNRNHRLPPGPNPWPI VGNLWPHMGTP

CCGCCGCAACCGCAACCGCAACCACCGT CTCCCACCAGGECCCAAACCCATGECCTATAGT CGGAAACCT CCCTCACATGGGACC

KPHQTLAAMYVYTTYSGPI L HLRLGFVNYVVYV
TAAACCT CACCAAACCCTAGCCGCTAT GGTAACCACCTACGECCCAAT CCTCCACCT CCGT CTAGGGT TCGTCAACGT TGT CGT

AAAS K SV AEQFULIKI HDANFASRPVPNSGAHK
CGCCGCCTCTAAAT CCGT GGCAGAGCAGT TCT TGAAAAT CCATGACGCCAAT T TCGCAAGCCGACCACCAAACT CCGGAGCCAA

HI A Y NYQDLVFAPYGQRWRMLIRIKI S S VH
ACACATAGCTTATAACTACCAAGATCTTGT CTTTGCGCCT TACGGACAAAGAT GGAGAATGT TGAGGAAGATTAGT TCTGT TCA

L FSAKALEDFI KHVRQETEI GRLTREVARA
TTTATTTTCAGCTAAGGCCCTAGAAGAT TTCAAACAT GT TCGACAGGAAGAGAT TGGAAGGCT TACGCGCGAGGTAGCGCGTGC

DT KPVNLGQL VN NMCVVNALGREMI GRRIL
AGACACAAAACCCGT GAACT TAGGCCAAT TGGT GAACATGT GTGTAGT TAACGCGCT TGGECAGAGAGAT GATCGGACGT CGACT

F GDGADHIKAEEFRSMVTIEMMALAGVTFNYV
ATTCGGCGACGGAGCCGAT CACAAAGCGGAAGAAT TCCGATCAAT GGT TACCGAAAT GATGGCT CTCGCCGGAGTATTCAACGT
Eco RI
GDFVPALDWLIDLQGVYAGKMKIRLMHIEKRTEFDA
CGGCGATTTCGT GCCGGCGCTTGAT TGGT TAGATCTACAAGGCGT CGCCGGTAAAAT GAAACGGCTTCACAAGAGATTCGACGC

FL S SI L KEHEI NNGGDU QQKMHTDMLTTTL IS
TTTTCTATCGTCGATTTTGAAAGAGCACGAGAT TAATAACGGT GGAGAT CAAAAGCATACAGATATGCTTACTACTTTAATCTC

L K GGTDZFDGDG GASI TDTEI KALILLNMMFTA
ACTTAAAGGAACT GATTTTGACGGT GACGGAGCAAGT ATCACGGACACT GAGAT CAAAGCCT TGCTATTGAACATGI TCACAGC

G TDTSASTVDWAI AELI RHPHI MKRTQE
TGGAACT GACACGT CAGCAAGTACGGT AGACT GGGCAATAGCTGAACT CATCCGT CATCCGCATAT AATGAAGCGAACCCAAGA

ELDAVVGRNRPI NESDIL SR RLZPYLQAV I K
AGAACTTGATGCCGT TGT GEECCGT AATAGGCCCAT TAACGAGT CAGACCT TTCTCGGCT TCCTTACCT TCAGGCGGT TATCAA

ENFRLHPPT®PLSLPHI A AESTCEI NGYH.I
AGAGAAT TTCAGGCTACATCCACCAACACCACT CTCGT TACCACACAT CGCAGCAGAGAGCT GTGAGATCAACGGCTATCATAT

P KGSTLLTNI WAI ARDUPEOQWSIDUZPLAFRFP
CCCGAAAGGAT CGACATTGT TAACGAACAT AT GGGCCAT AGCACGT GACCCGGAACAAT GGTCCGACCCGT TAGCGT TTCGACC

ERFLPGGEIKZFGVDVI K GSDU FELI PFGAG GHR
CGAGAGATTCTTACCCGGT GGAGAAAAAT TCGGAGT CGAT GT GAAAGGAAGCGAT TTCGAACTAATACCGT TCGGAGCGEEGAG

RI CAGL SL GLRTI QL L TATULVHGTFEWEL
GAGAATCTGT GCAGGGCTGAGT TTAGGEGT TACGGACGAT TCAGT TGCTGACAGCGACGCT GGT TCATGGAT TTGAATGGGAAT T

AAGGVTPEKLNMETETYGI TVQRAVZPLI VH
GGCCGGAGGAGT TACGCCGGAGAAGCT GAAT AT GGAGGAGACAT AT GGGAT TACT GT GCAAAGAGCGGT TCCTTTGATTGT GCA

<TTCGACTTATACCTCCTCTGTATAC 5 G3 <AAACTAACACGT
P K PRLALNVYGV G S G *
TCCTAAGCCTAGGT TGGCTCTGAATGT TTATGGAGT TGGATCGGGT TAAATGGGAGT TTTTGGT TGCCTGAGAAGGT TGATCTT
AGGATTCG 5’ & <AGACTTACAAATACCT 5’ G1
<TACAAATACCTCAACCTAGCCCAATTTACCCTCGAG ESac
GCACCGTGGAAATTAAAAAGCTTATTACTGGAATTCCTTAAAAAAATAAGT CTAAAATCAAGTAATTATTGAAATATGGTGAAT
Eco R

TTTGTTGCAAGTTTGTACCCTATTATGITATGT TGTTTTTTTGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

cDNA 1748 Nukleotide

Offener Leserahmen: Start 19 - Stop 1561

Codierender Bereich: 1539 Nukleotide = 513 Aminosédurereste
5’-RACE-Primer: 5°G1, 2 und 3

End-to-end Primer: EXba und ESac
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G. Anhang

G.

4 Proteinalignments

G.4.1 F3’H-Proteinalignment

F3’
F3'
F3'
F3'
F3'
F3'

,5 H Callistephus chinensi
H Cal i st ephus chinensis
H Petunia hybrida Ht1

H Pel ar goni um zonal e

H Arabi dopsi s thaliana

H Matt hi ol a i ncana

,5"H Cal | i stephus chi nensi

'"H Cal li stephus chinensis
'"H Petunia hybrida H 1

H Pel ar goni um zonal e
H Ar abi dopsi s thaliana

'H Matthiola incana

,5 H Callistephus chinensi

'"H Cal li stephus chinensis
'"H Petunia hybrida H 1

H Pel ar goni um zonal e
H Ar abi dopsi s thaliana

'H Matthiola incana

,5 H Callistephus chinensi
H Cal | i st ephus chinensis

'"H Petunia hybrida H 1
'H Pel argoni um zonal e

H Ar abi dopsi s thaliana
H Matthiol a incana

,5 H Callistephus chinensi
H Cal | i st ephus chinensis

'"H Petunia hybrida H 1
"H Pel argoni um zonal e

H Ar abi dopsi s thaliana
H Matthiol a i ncana

,5"H Cal | i stephus chi nensi
H Cal | i st ephus chinensi s
H Petunia hybrida Ht 1

"H Pel argoni um zonal e
'H Arabi dopsi s thaliana

H Matthi ol a i ncana

,5 H Callistephus chinensi
H Cal | i st ephus chinensis
H Petunia hybrida H 1

'H Pel argoni um zonal e
'H Arabi dopsi s thaliana

H Matt hi ol a i ncana

,5"H Cal | i stephus chi nensi

'"H Cal li stephus chinensis
'"H Petunia hybrida H 1

H Pel ar goni um zonal e
H Ar abi dopsi s thaliana
H Matthiol a i ncana

I
M5l LSLLVYFCI S- LLVI | ALVNVFI TRHTNRL PPGPAPWPVVGNLPHLG
MT1 LPFI FYTCI T- ALVLYVLLN- LLTRNPNRLPPGPTPWPI VGNLPHLG
MEI LSLI LYTVI FSFLLQFI LRSFFRKRYPLPLPPGPKPWPI | GNLVHLG
MYNVBL YLLL GSSALAFAAYLVLFSFSKSRRRL PPGPKAWPI VGNL PHMG
MATLFLTI LLATVLFLI LRI FSHRRNRSHNNRL PPGPNPWPI | GNLPHMG
MTTLI LTI LLATFLSLFI - FFLLRRNRNRNHRLPPGPNPV\PI VGNLPHMG

* * ok kkk Kok kokk ke ok

Al PHHTLAALATKYGPLVYLRLGFVHVWWASSPSVAAQFLKVHDLKFASR
M PHHSLAAL AQKYGPL MHL RL GFVDVVVAASASVAAQFL KTHDANFASR
PKPHQSTAANVAQT YGPL MYL KMGFVDVVWVAASASVAAQFL KTHDANFSSR
SMPHONL AAMART YGPL VYL RL GFVDVWWVAL SASMASQFL KTHDSNFSSR
TKPHRTLSAMVTTYGPI LHLRLGFVDVVWWAASKSVAEQFLKI HDANFASR
PKPHQTLAAM/T TYGPI LHL RLGFVN\/WAASKSVAEQ: LKI HDANFASR

I
PPNSGAKHI| AYNYQDWFAPYGPQM MFRKI |CKDHL FSSKAL DDFRHVRQ
PPNSGAKHI| AYNYQDL VFAPYGPRVWRM. RKI|CSVHL FSTKAL DDFRHVRE
PPNSGAEH:]’AYNYQDLVFAPYGPRV\RM_ RKI|CSVHLFSTKAL DDFRHVRQ

PPNAGAKHI| AYNYHDL VFAPYGPRWRL FRKI| TSI HLFSGKALDDYRHVRQ
PPNSGAKHYAYNYQDL VFAPYGHRWRL L RKI|SSVHL FSAKAL EDFKHVRQ
PPNSGAKHI| AYNYQDL VFAPYGORWRML RKI |SSVHL FSAKAL EDFKHVRQ

KhkKk e kk ke|kkkk k- kkkkkk Kk - o« Kk kK| *kkk kkk- ke - kkk-

EEVAI LARGLAGAGRSKVNL GQQLNMCTANTLARMVL DKRVFG\- - ESGG
EEVAI LTRVLVHAGESAVKL GQLLNVCTTNALARVM. GRRVFADGSEGRG
DEVKTL TRALASAGQKPVKL GQLLNVCTTNALARVM_CGKRVFAD- - GSGD
EEVGVLASNLARAVSTI VNLGQLLNI CATNALGRAVI GKKVFKD- - GTDD

EEI GRLTREVARADTKPVNLGQ_VNI\/C\NNALGREM GRRLFGD— ----G

* * % % -* * * * * - .

DDPKANEFKEMATEL MFLAGQFNI GDYI PVLDW.DLQG VKKMKKLHTRF
VDPKADEFKDWVEL MELAGEFNI GDFI PPLDCLDLQGE TKKMKKLHARF
VDPQAAEFKSMYWWEMWVAGVFNI GDFI PQLNWLDI QGVAAKIVKKL HARF
VDPKADEFKSMVYVEL MWLAGVFNI GDFI PPL DCL DL QGVASKMKNL HKRF
ADHKADEFRSMVTEMVALAGVFNI GDFVPSL DW. DL QGVAGKMKRL HKRF
ADHKAEEFRSMVTEMVAL AGVFNVGDFVPAL DW. DL QGVAGKMKRL HKRF

* o« ok Kk k- * ke k o+ kk kke kke ook Kk * k- kk . *k*k *k*k Kk*k

DKFLDVI LDEHKVI ASG- - - - H DMLSTLI SLKDDTSVDG- - - RKPSDI E
DKFLNI I LDDHKI EKGAAGRRHSDLLTTLI SLKDVDAADDDEEGKLSDI E
DAFLTDI LEEHKGKI FG- - - EMKDLLSTLI SLKNDDADNDG- - GKLTDTE
DAFLSAI LQEHNI NSAAS- - ATPSMLTTLI SLKDSVEDSEG- - GKLTDTE
DAFLSSI LKEHEMN- GQDQ- KHTDMLSTLI SLKGTDLDGDG- - GSLTDTE
DAFLSSI LKEHEI NNGGDQ KHTDI\/LTTLI SLKGTDFDGDG- - ASI TDTE
111 A
| KALLLELFVAGTDTSSNTVEWAI AELI RQPHL L KRAQEENDSVVGONRL
| KALLLNLFAAGTDTSSSTVEWAVAEL | RHPEL L KQAREENDI VWGRDRL
| KALLLNLFVAGTDTSSSTVEWAI AELI RNPKI LAQAQQEI DKVVGRDRL
| KALLLNMFTAGTDTTSSTVEWAI AELI RQPEI LI RAQKEI DSVWGRDRL
| KALLLNMFTAGTDTSASTVDWAI AEL I RHPDI MWKAQEEL DI VWGRDRP
| KALLLNMFTAGTDTSASTVDWAI AELI RHPHI I\/KRTQEELDAWGRNRP
*kkk Kk k- :* * Kk kk k- :'** ** ***** * Lo "'* *  kk k. :*
B

VTEMDLSQLTFLQAI VKEAFRLHPSTPLSLPRI ASESCEVDGYY! PKGST
VTELDLSRLTFLQAI VKETFRLHPSTPLSL PRVASESCEVDGYY! PKGST
VGELDLAQLTYLEAI VKETFRLHPSTPLSLPRI ASESCEI NGYFI PKGST
VTELDLSKLPYLQAI VKETFRLHSSTPLSLPRI ATQSCEI NGYHI PKGAT
VNESDI AQLPYLQAVI KENFRLHPPTPLSLPHI ASESCEI NGYHI PKGST
| NESDLSRLPYLQAVI KENFRLHPPTPLSLPHI AAESCEI NGYHI PKGST

sk ke ke s kk kkkok kkkkokok s sk s kkk e s kk kk kK ok
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G. Anhang

C D
F3',5 H Cal | i stephus chinensis LLVNI WAI GRHPEVWI DPL EFRPTRFLPGGEKPG VWKVNDFEVLPFGAG 440
F3'H Cal | i stephus chinensis LLVNWAI ARDPKMATNPL EFRPSRFL PGGEKPDADI KGNDFEVI PFGAG 448
F3'H Petunia hybrida Ht 1 LLLNVWAI ARDPNAWADPL EFRPERFL PGGEKPKVDVRGNDFEVI PFGAG 443
F3' H Pel argoni um zonal e LLVNWAI ARDPDVWADPL SFRPERFL PGSEKENVDVKGNDFEL | PFGAG 444
F3' H Ar abi dopsi s thaliana LLTNI WAl ARDPDQWSDPL AFKPERFL PGGEKSGVDVKGSDFELI PFGAG 441
F3'H Matthiol a i ncana LLTNI WAI ARDPEQ/\BDPLAFRPERFLPG(EKFG\/D\/KGSDFELI PFGAG 441
* % * *** * * *::** * * ***** * % . '*** :*****
F3',5 H Cal | i stephus chinensis RRI CAGVBLALRTVQLLMGTLVQAFDWELANG KPEKLNVDEAFGLSVQR 490
F3'H Cal | i stephus chinensis RRI CAGVBLGVRWQLLI ATLVQTFDWELANGLDPEKLNVEEAYGLTLQR 498
F3'H Petunia hybrida Ht1 RRI CAGWWLG RWQLM ATLI HAFNWDLVSGQLPEMLNVEEAYGLTLQR 493
F3' H Pel argoni um zonal e RRI CAGVBLGLRWQLLTATLLHAFNWDL PQGQI PQELNVDEAYGLTLQR 494
F3' H Ar abi dopsi s thaliana RRI CAGLSLGLRTI QFLTATLVQGFDWELAGGVTPEKLNVEESYGLTLQR 491
F3'H Matthiol a i ncana RRI CAGLSLGLRTI QLLTATLVHGFEWELAGGVTPEKLNVEETYG TVQR 491
******:'*':* * ** *:*:* * *: ***:*::*:::**
F3',5 H Cal | i stephus chinensis AEPLVWWHPRPRLPPHVYKSG- - 510
F3'H Cal | i stephus chinensis AEPLM/HPRPRLSPHVYESR- - 518
F3'H Petunia hybrida H 1 ADPLVWHPRPRLEAQAYI G - - 512
F3' H Pel argoni um zonal e ASPLHVRPRPRLPSHLY- - - - - 511
F3' H Ar abi dopsi s thaliana AVPLVWVHPKPRLAPNVYGLGSG 513

F3'H Matthiol a i ncana AVPLI VHPKPRLALN\/YG\/GSG 513

KoKk ke kkkk

* = identische AS. : = konservierte AS. = = halbkonservierte AS. I = prolinreiche Rgion. II = 22 AS
umfassende Region, die moglicherweise mit der 5’-Hydroxylierung im Zuammenhang steht. III = putative
Substratbindungsregion der F3’- und der F3’,5’H. A-D = hoch konservierte Protein-Dominen pflanzlicher
CYP-Enzyme der A-Gruppe (weitere Erlduterung unter D.5).
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G.4.2 F3’,5’H-Proteinalignment

aaaaagogo

guauauaoaaaa

aqauaaaaao  aoao o oga 7

guauaaaaoaaa

aaaaaaaga

IIIIIIIITT

IIITIIIIIIT

ITIITIIIIIT

ITIIIIIIITT

ITIIITIITIIIIT

ITIIIIIIIT

Eust ona russel | i anum
Eust oma grandi fl orum
Gentiana triflora
Cat har ant hus roseus
Pet uni a hybrida Hf 1
Pet uni a hybrida Hf2
Lyci ant hes rantonneti
Sol anum el ongena
Canpanul a nedi um

Eust oma russel | i anum
Eust oma grandi fl orum
Gentiana triflora
Cat har ant hus roseus
Pet uni a hybrida Hf 1
Pet uni a hybrida Hf 2
Lyci ant hes rantonneti
Sol anum el ongena
Canpanul a nmedi um

Eust ona russel | i anum
Eust oma grandi fl orum
Gentiana triflora
Cat har ant hus roseus
Pet uni a hybrida Hf 1
Pet uni a hybrida Hf 2
Lyci ant hes rantonneti
Sol anum el ongena
Canpanul a nmedi um

Eust oma russel | i anum
Eust oma grandi fl orum
Gentiana triflora
Cat har ant hus roseus
Pet uni a hybrida Hf 1
Pet uni a hybrida Hf 2
Lyci ant hes rantonneti
Sol anum el ongena
Canpanul a nedi um

Eust ona russel | i anum
Eust oma grandi fl orum
Gentiana triflora
Cat har ant hus roseus
Pet uni a hybrida Hf 1
Pet uni a hybrida Hf 2
Lyci ant hes rantonneti
Sol anum el ongena
Canpanul a nmedi um

Eust oma russel | i anum
Eust oma grandi fl orum
Gentiana triflora

Cat har ant hus roseus
Pet uni a hybrida Hf 1
Pet uni a hybrida Hf 2
Lyci ant hes rantonnetii
Sol anum el ongena
Canpanul a nedi um

I
- MAVGNGVLLH AASLMLFFHVQKLVQYLWWNSRRH- - - RLPPGPI GAWPV
- MAVGNGVLLH ARSLM.FFHVQKLVQYLWWNSRRH- - - RLPPGPI GWPV
MSPI YTTLTLHLATAL FLFFHVQKLVHYLHGKAT GHRCRRLPPGPTGAPI
- MALEKLVLFDFLAAI SI LI LVQKFI QF VFLRSSSR- - | RLPPGPKGAPI
————— MWLLTELGAATSI FLI AHI I | STLI SKTTGRH- - - LPPGPRGWPV
----- MVLLSELAAATLI FLTTHI FI STLLSI TNGRR- - - LPPGPRGAPV
---MLLLI SELCASAI | FI | VHI | | SKLI ATGAGRRQ- RLPPGPMGWPV
----IMI LPSELI GATI I YI I VYT | | QKLI ATGSWRRR- RLPPGPEGWPV
Vsl DI STLFYELVAAI SLYLATYSFI RFLFKPSHHHH— - - LPPGPTGAPI

* Kk k k k ***

LGALRLL GTMPHVAL ANVAKKYGPVMYL KVGSCGLAVASTPEAAKAFLKT
LGAL PLL GT MPHVAL ANVAKKYGPVMYL KVGSCGLAVASTPEAAKAFLKT
LGAL PLLGNVPHVTFANVAKKYGSVMYLKVGSHGLAI ASTPDAAKAFLKT
| GALPYLGTMPHSI LANVAKKYGPI MYLKL GTNGWVASTPDAVKAFLRT
| GAL PLLGAMPHVSLAKVAKKYGAI MYLKVGTCGVAVASTPDAAKAFLKT
| GAL PLLGAMPHVSLAKVAKKYGAI MYLKVGTCGWVASTPDAAKAFLKT
| GALPLLGTMPHVALAKNVAKKYGPI MYLKVGTCGWVASTPNAAKAFLKT
| GALPLLGGVPHVALAKNVAKKYGPI MYLKVGTCGWVASTPNAAKAFLKT
| GALPLLGTMPHVSLADNVAVKYGPI MYLKL GSKGTVVASNPKAARAFLKT

Il
L DMNFSNRPPNAGATHLAYNAQDMWFADYGPRVWKL L RKLISNI HI L GGKAL
L DMNFSNRPPNAGATHLAYNAQDMWFADYGPRVWKL L RKLISNI HI L GGKAL
L DL NFSNRPPNAGATHLAYNAQDMWFAHYGPKVKL L RKL{SNL HML GGKAL
L DMNFSNRPI DAGATHLAYNAQDMWFAHYGPKVKL L RKL{SNL HML GGKAL
LDI' NFSNRPPNAGATHLAYNAQDMWFAHYGPRVKL L RKL{ISNL HM. GGKAL
L DL NFSNRPPNAGATHLAYGAQDWFAHYGPRVKL L RKL{ISNL HM. GGKAL
LDl NFSNRPPNAGATHLAYDAQDMWFAHYGPRWKL L RKL{SNL HML GGKAL
LDI NFSNRPPNAGATHYAYNAQDWFAPYGPRVKL L RKL{ISNL HML GGKAL
HDANFSNRPI DGGPTYLAYNAQDWFAEYGPKVKL L RKLICSL HM.GPKAL

*k kkkkkk Kk ke ofkk kkkkkkk Kkhkk. kkhkkkkok sk kk kkKk

QGNEEVRKKEL GYMLYAMAESCGRHGQ - PVWVSEMLTYAVANMLGQVMLS
QGNEEVRKKEL GYML YAMAESGRHGQ- - PVWVSEMLTYAMANMLGQVMLS
ENWADVRKTEL GYM_.KAMFESSQNNE- - PVYM SEMLTYAVANMLSQVI LS
ENVWBENVRATEL GYML QAMYESSRKGE- - TVVWPEMLTYAMANM GQVI LS
ENWANVRANEL GHMLKSVSDIVBREGQ- - RVWWAEMLTFAMANM GQVMLS
ENWANVRANEL GHMLKSMFDIVBREGE- - RVWVAEMLTFAMANM GQVI LS
EDWANVRANEL GHVLKSMFDASRVGG- - RVWVADMLTFAVANM GQVI LS
ENWANVRANEL GHMLKSMFDASHVGE- - Rl VWADMLTFAVANM GQVMLS
ED\/\AH\/KVSEVG-II\/LKEM{EQSSKSVPVPVWPENLTYANANM R LS

'*: '* * * % * : ...':*** Ik kk. .-
KRVFGSQ@- - ------- GSESNEFKDMWVELMI'VAGYFNI GDFI PSI AWWD
KRVFGSQ- - ------- GSESNEFKDWVELMI'VAGYFNI GDFI PSI AWWD
RRVFNKK- - - - - - - - - GAKSNEFKDWVELMI'SAGYFNI GDFI PSI GWD
RRVFVTK- - - - - - - - - SLESNEFKDMWELMITAGYFNI GDFI PSI AWWD
KRVFVDK- - - - - - - - - GVEVNEFKDMWVELMTT AGYFNI GDFI PCLAWVD
KRVFVNK- - - - - - - - - GVEVNEFKDWVELMITAGYFNI GDFI PCLAVWWD
KRVFVEK- - - - - - - - - GAEVNKFKDWVELMI'VAGYFNI GDFI PQLAVWWD
KRVFVEK- - - - - - - - - GKEVNEFKNWVELMI'VAGYFNI GDFI PQE AWVD

RRPFVI TSKLDSSASASASVSEFQY MVMELMRVAGLFNI GDFI PYI AWWD

Koo kk kkk kk khkkkkkkk - kkk

LQGE QGAVKRLHKKFDAL L TRLL EEHTASAHERKGSPDFL DFVVAN- GDN
LQGE QGAVKRLHKKFDAL L TRLL EEHTASAHERKGSPDFL DFVWVAN- RDN
LQGE EGAVKRLHKKFDVLLTRL L DDHKRTSQERKQKPDFLDFVI AN- GDN
LQGE ERGVKRLHKKFDAL L TKML EEHKSSSHKRKEKPDFLDYVLAN- RDN
LQGE EKRVKRLHKKFDAL L TKMFDEHKATTYERKGKPDFL DVVIVEN- GDN
LQGE EKGVKRLHKKFDAL L TKMFDEHKATSYERKGKPDFL DCVVEN- RDN
LQGE EKGVKCLHKKFDDL L TKMFDEHKAT TNERKGKPDFL DVVIVAN- RDN
LQGE EKGAVKKLHKKFDDL L TKMFEEHEAT SNERKGKPDFLDFI VAN- RDN
LQGE Q?DNKV | QKKFDVLL NKM KEHTESAHDRKDNPDFL DL NAATQEN

kKK cekkkk kk .. . * % kkkkk oo
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G. Anhang

F3',5 H Eustoma russellianum SEGERLQTVNI KALLLNVFTAGIDTSSSVI EWALAELLKNPI | LRRAQEE 334
F3',5 H Eustoma grandi fl orum SEGERLHTVNI KALLLNVFTAGIDTSSSVI EWALAELLKNPI | LKRAQEE 334
F3',5 H Gentiana triflora SDGERLNTDNI KALLLNLFTAGTDTSSSI | EMALAELLKNRTLLTRAQDE 338
F3', 5 H Cat har ant hus roseus SECERLTTTNI KALLLNLFTAGTDTSSSVI EMAI SEMLKNPTI LKRAQEE 335
F3',5 H Petuni a hybrida Hf 1 SEGERLSTTNI KALLLNLFTAGTDTSSSAI EWALAEMWKNPAI LKKAQAE 330
F3',5 H Petuni a hybrida Hf 2 SEGERLSTTNI KALLLNLFTAGTDTSSSAI EWMALAEMWKNPAI LKKAQGE 330
F3',5 H Lyci anthes rantonnetii SEGERLSTNNI KALLLNLFTAGTDTSSSAI EMALAEMVKNPQ LKKVQQE 334
F3',5 H Sol anum nel ongena SECGERLSI TNI KALLLNLFTAGTDTSSSVI EWALTEMVKNPTI FKKAQQE 333
F3',5 H Canpanul a nedi um TEG Q_NLVNVKALLLDLFTAGTDTSSSVI EV\ALAEI\/LNHRQ LNRAHEE 347
B
F3',5 H Eustoma russellianum VDGVl GRDRRFLEADI SKLPYLQAI CKEAFRKHPSTPLNLPR- | ASQACE 383
F3',5 H Eustoma grandi fl orum VDGVl GRDRRFLEADI SKLPYLQAI CKEAFRKHPSTPLNLPR- | ASQACE 383
F3',5 H Gentiana triflora MDRVI GRDRRLLESDI PNLPYLQAI CKETFRKHPSTPLNLPRNCI RGHVD 388
F3',5 H Cat har ant hus roseus MDQVI GRNRRLMESDI PKLPYLQAI CKETFRKHPSTPLNLPR- | AQKDCQ 384
F3',5 H Petuni a hybrida Hf 1 VDQVI GRNRRLLESDI PNLPYLRAI CKETFRKHPSTPLNLPR- | SNEPCI 379
F3',5 H Petuni a hybrida Hf 2 VDQVI GNNRRLLESDI PNLPYLRAI CKETFRKHPSTPLNLPR- | SNEPCI 379
F3',5 H Lyci anthes rantonnetii MDQ | GKNRRLI ESDI PNLPYLRAVCKETFRKHPSTPLNLPR- | SNEPCM 383
F3',5 H Sol anum nel ongena MDQ | GKNRRFI ESDI PNLPYLRAI CKEAFRKHPSTPLNLPR- VSSDACT 382
F3’, 5" H Canpanul a nedi um MDQVI GRNRRLEQSDI PNLPYFQAI CKETFRKHPSTPLNLPR- | STEACE 396
C
F3',5 H Eustoma russellianum VNGHYI PKGTRLSVNI WAl GRDPSWWE- NPNEFNPDRFLERKNAKI DPRG 432
F3',5 H Eustona grandiflorum VNGHYI PKGTRLSVNI WAl GRDPSLWE- NPNEFNPDRFLERKNAKI DPRG 432
F3',5 H Gentiana triflora VNGYYI PKGTRLNVNI WAl CRDPSVWEDNPNEFDPERFLYGRNAKI DPRG 438
F3', 5" H Cat har ant hus roseus VNGYYI PKGTRLSVNI WAl GRDPNVWE- NPLEFNPDRFLSGKVAKI EPRG 433
F3',5 H Petuni a hybrida Hf 1 VDGYY! PKNTRLSVNI WAl GRDPQVW\E- NPLEFNPERFLSGRNSKI DPRG 428
F3',5 H Petunia hybrida Hf 2 VDGYY! PKNTRLSVNI WAl GRDPEVWE- NPLEFYPERFLSGRNSKI DPRG 428
F3',5 H Lyci anthes rantonnetii VDGYY! PKNI RLSVNI WAl GRDPDWWE- NPLEFNPERFLSGKNVKI DPRG 432
F3', 5" H Sol anum el ongena | DGYYI PKNTRLSVNI WAl GRDPDWW\E- NPLEFI PERFLSEKNAKI EHRG 431
F3',5" H Canpanul a nedi um VDGFHI PKNTRLI VNI WAI GRDPKVVE- NPLDFTPERFLSEKHAKI DPRG 445
D
F3',5 H Eustona russellianum NDFELI PFGAGRRI CAGTRLG LLVEY! LGTLVHSFWELPSSVI - ELNM 481
F3',5 H Eustona grandiflorum NDFELI PFGAGRRI CAGTRLG LLVEY! LGTLVHSFDWELPSSVI - ELNM 481
F3',5 H Gentiana triflora NHFELI PFGAGRRI CAGTRMA LLVEY! LGTLVHSFDWKLG-SED- ELNM 487
F3', 5" H Cat har ant hus roseus NDFELI PFGAGRRI CAGTRMA VLVEYI LGTLVHSFDVWKLPFDDI NELNM 483
F3',5 H Petunia hybrida Hf 1 NDFELI PFGAGRRI CAGTRME VMVEYI LGTLVHSFDVWKLPSEVI - ELNM 477
F3',5 H Petunia hybrida Hf 2 NDFELI PFGAGRRI CAGTRMSE VMWEY! LGTLVHSFDWKLPSEVI - ELNM 477
F3',5 H Lyci anthes rantonnetii NDFELI PFGAGRRI CAGTRMSE VMWEY! LGTLVHSFDWKFSNDVK- El NM 481
F3', 5" H Sol anum el ongena NDFELI PFGAGRRI CAGTRME VMVEYI LGTLI HSFDVWKLPNDVV- DI NM 480
F3',5 H Canpanul a nedi um NHFELI PFGAGRRI CAGARMGAASVEYI LGTLVHSFDVKL PDGVV- EVN 494
* *************** * * ******** * % % *
F3',5 H Eustona russellianum DESFGLALQKAVPLAAMVTPRLPLHI YSP- - - - 510
F3',5 H Eustona grandiflorum DEPFGLALQKAVPLAAMTPRLPLHI YCP- - -- 510
F3',5 H Gentiana triflora DETFGLALQKAVPLAAWI PRLPLHVYAP- - - - 516
F3’, 5" H Cat har ant hus roseus DESFGLALQKAVPLVAWSPRLPI NAYSP- - - - 512
F3',5 H Petunia hybrida Hf 1 EEAFGLALQKAVPLEAMTPRLQLDVYVP- - - - 506
F3',5 H Petunia hybrida Hf 2 EEAFGLALQXAVPLEAMVTPRLPI DVYAPLA- - 508
F3',5 H Lyci anthes rantonnetii EESFGLALQKAVPLEAMWTPRLPFDVYYTN- - - 511
F3’, 5" H Sol anum el ongena EETFGLALQKAVPLEAI VTPRLSFDI YQSSEPF 513
F3', 5" H Canpanul a nedi um EESFGI ALQ(KVPLSAI VTPRLPPSSYTV— --- 523
* = identische AS. : = konservierte AS. * = halbkonservierte AS. I = prolinreiche Rgion. Il = 22 AS

umfassende Region, die moglicherweise mit der 5’-Hydroxylierung im Zuammenhang steht. ITII = putative
Substratbindungsregion der F3’- und der F3’,5’H. A-D = hoch konservierte Protein-Doménen pflanzlicher

CYP-Enzyme der A-Gruppe (weitere Erlduterung unter D.5).
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G.4.3 F3’- und F3’,5’H-Proteinalignment

F3',5 H Eustonma russel | i anum
F3',5 H Eustoma grandi fl orum
F3',5 H Gentiana triflora
F3', 5" H Cat har ant hus roseus
F3',5 H Petunia hybrida Hf 1
F3',5" H Petuni a hybrida Hf 2
F3', 5" H Sol anum el ongena
F3',5" H Lyci ant hes rant onnet
F3’',5 H Canpanul a nedi um
F3' H Ar abi dopsi s thaliana
F3'H Matthiola incana

F3' H Pel argoni um zonal e
F3',5 H Cal li stephus chinensis
F3'H Cal | i st ephus chinensis
F3'H Petunia hybrida H 1

F3',5 H Eustona russel |l i anum
F3',5 H Eustoma grandi fl orum
F3',5 H Gentiana triflora
F3',5" H Cat har ant hus roseus
F3',5 H Petunia hybrida Hf 1
F3',5 H Petuni a hybrida Hf 2
F3', 5" H Sol anum el ongena
F3',5" H Lyci ant hes rant onnet
F3',5 H Canpanul a nedi um
F3' H Ar abi dopsi s thaliana
F3'H Matthiola incana

F3' H Pel argoni um zonal e
F3',5 H Cal |l i stephus chinensis
F3'H Cal | i st ephus chinensis
F3'H Petunia hybrida H 1

F3',5 H Eustoma russel | i anum
F3',5 H Eustoma grandi fl orum
F3',5 H CGentiana triflora
F3',5 H Cat harant hus roseus
F3',5 H Petuni a hybrida Hf 1
F3',5 H Petuni a hybrida Hf 2
F3',5" H Sol anum el ongena
F3',5" H Lyci ant hes rant onnet
F3',5" H Canpanul a nedi um
F3' H Arabi dopsi s thaliana
F3'H Matthiol a i ncana

F3' H Pel argoni um zonal e
F3',5" H Cal | i stephus chinensis
F3'H Cal | i st ephus chi nensis
F3'H Petunia hybrida H 1

F3',5 H Eustoma russel | i anum
F3',5 H Eustoma grandi fl orum
F3',5 H CGentiana triflora
F3',5 H Cat harant hus roseus
F3',5 H Petuni a hybrida Hf 1
F3',5" H Petuni a hybrida Hf 2
F3',5" H Sol anum el ongena
F3',5" H Lyci anthes rantonneti
F3',5" H Canpanul a nedi um
F3' H Arabi dopsi s thaliana
F3'H Matthiola incana

F3’ _HP. zonal e

F3',5" H Cal |l i stephus chinensis
F3'H Cal | i st ephus chi nensis
F3'H Petunia hybrida H 1

I
- MAVGNGVLLH AASLMLFFHVQKLVQYLWWNSRRH- - - RLPPGPI GAWPV
- MAVGNGVLLH ARSLM.FFHVQKLVQYLWWNSRRH- - - RLPPGPI GAWPV
V5Pl YTTLTLHLATALFLFFHVQKL VHYLHGKATGHRCRRLPPGPTGAWP
- MALEKLVLFDFLAAI SI LI LVQKFI QI VFLRSSSR- - | RLPPGPKGAP
----- MVLLTELGAATSI FLI AHI I | STLI SKTTGRH- - - LPPGPRGAPYV
----- MVLLSELAAATLI FLTTHI FI STLLSI TNGRR- - - LPPGPRGAPV
----IMI LPSELI GATI I YI I VYT | | QKLI ATGSWRRR- RLPPGPEGWPV
- - - MLLLI SELCASAI | FI | VHI | | SKLI ATGAGRRQ- RLPPGPMGWPV
MBI DI STLFYELVAAI SLYLATYSFI RFLFKPSHHHH- - - LPPGPTGWPI
----MATLFLTI LLATVLFLI LRI FSHRRNRSHNNR- - - - LPPGPNPWP|
----MITLI LTI LLATFLSLFI - FFLLRRNRNRNHR- - - - LPPGPNPWP
- - - - MYNVSLYLLLGSSALAFAAYLVLFSFSKSRRR- - - - LPPGPKAWP
----Msl LSLLVYFCI S- LLVI | ALVNVFI TRHTNR- - - - LPPGPAPWPV
----MIlLPFI FYTCl T- ALVLYVLLN- LLTRNPNR- - - - LPPGPTPWP|
----MEl LSLI LYTVI FSFLLQFI LRSFFRKRYPLP- - - - LPPGPKPWP

*kkkk * k.

LGALRLL GTMPHVAL ANVAKKYGPVMYL KVGSCGLAVASTPEAAKAFLKT
LGAL PLL GTMPHVAL ANVAKKYGPVMYL KVGSCGLAVASTPEAAKAFLKT
LGAL PLL GNVPHVTFANVAKKYGSVMYLKVGSHGLAI ASTPDAAKAFLKT
| GALPYLGTMPHSI LANVAKKYGPI MYLKL GTNGWVASTPDAVKAFLRT
| GAL PLLGAMPHVSLAKVAKKYGAI MYLKVGT CGVAVASTPDAAKAFLKT
| GALPLLGAMPHVSLAKMAKKYGAI MYLKVGTCGWVASTPDAAKAFLKT
| GAL PLLGGVPHVALAKNVAKKYGPI MYLKVGTCGWVASTPNAAKAFLKT
| GALPLLGTMPHVALAKNVAKKYGPI MYLKVGTCGWVASTPNAAKAFLKT
| GALPLLGTMPHVSLADNVAVKYGPI MYLKL GSKGTVWASNPKAARAFLKT
| GNLPHMGTKPHRTLSAMWTTYGPI LHLRLGFVDVVVAASKSVAEQFLK
VGNLPHMGPKPHQTLAAMVTTYGPI LHLRL GFVNVVWAASKSVAEQFLKI
VGNL PHMGSMPHONL AAMART YGPL VYL RLGFVDVVWWAL SASVASQFLKT
VGNLPHLGAI PHHTLAALATKYGPLVYLRLGFVHVWWASSPSVAAQFLKV
VGNLPHLGM PHHSL AAL AQKYGPL VHL RL GFVDVVWAASASVAAQFLKT
| GNLVHL GPKPHQSTAANVAQT YGPL MYL KMGFVDVVWVAASASVAAQFLKT

(Hl
L DMNFSNRPPNAGATHLAYNAQDMWFADYGPRWKLL RKL{SNI HI LGGKAL
L DMNFSNRPPNAGATHLAYNAQDMWFADYGPRWKL L RKL{SNI HI LGGKAL
L DL NFSNRPPNAGATHLAYNAQDMWFAHYGPKVKL L RKL{ISNL HM_ GGKAL
LDMNFSNRPI DAGATHLAYNAQDMWFAHYGPKVKL L RKL{ISNL HM. GGKAL
LDl NFSNRPPNAGATHLAYNAQDMWFAHYGPRWKL L RKL{SNL HML GGKAL
L DLNFSNRPPNAGATHLAYGAQDMWFAHYGPRVKL L RKL{SNL HML GGKAL
LDI' NFSNRPPNAGATHNAYNAQDWFAPYGPRVKL L RKL{ISNL HM. GGKAL
LDI' NFSNRPPNAGATHLAYDAQDMWFAHYGPRVKL L RKL{ISNL HM. GGKAL
HDANFSNRPI DGGPT YLAYNAQDWFAEYGPKVKL L RKL{ICSL HML GPKAL
HDANFASRPPNSGAKHNAYNYQDL VFAPYCGHRWRL L RKI [SSVHL FSAKAL
HDANFASRPPNSGAKHI[AYNYQDL VFAPYGORVRM. RKI [SSVHL FSAKAL
HDSNFSSRPPNAGAKHI[AYNYHDL VFAPYGPRWRL FRKI [TSI HL FSGKAL
HDL KFASRPPNSGAKHI [AYNYQDWFAPYGPQAT MFRKI [CKDHL FSSKAL
HDANFASRPPNSGAKHI[AYNYQDL VFAPYGPRWRM. RKI [CSVHL FSTKAL
HDANFSSRPPNSGAEHWAYNYQDLVFAPYGPRMRNLRKICSVHLFSTKAL

* ke kk .k B R sk kkk kk -k .. * ok ok

QGNEEVRKKEL GYMLYAMAESCGRHGQ - PVWVSEMLTYAVANMLGQVMLS
QGNEEVRKKEL GYMLYAMAESCGRHGQ - PVWVSEMLTYAVANMLGQVMLS
ENWADVRKTEL GYM_.KAMFESSQNNE- - PVYM SEMLTYAVANMLSQVI LS
ENWSNVRATEL GYM. QAMYESSRKGE- - TVWVPEMLTYAVANM GQVI LS
ENVWANVRANEL GHMLKSMSDIVBREGQ- - RVWVAEMLTFAMANM GQVMLS
ENWANVRANEL GHML KSMFDIVBREGE- - RVYWVAEMLTFAMANM GQVI LS
ENWANVRANEL GHVL KSMFDASHVGE- - Rl VWADMLTFAVANM GQVMLS
EDWANVRANEL GHVLKSMFDASRVGG- - RVWVADMLTFAVANM GQVI LS
EDWAHVKVSEVGHWML KEMYEQSSKSVPVPVVWPEMLTYAMANM GRI | LS
EDFKHVRQEEVGTLTRELVRVG - TK- - PVNLGQLVNMCVWNALGREM G
EDFKHVRQEEI GRLTREVARAD- - TK- - PVNLGOQLVNMCVWNALGREM G
DDYRHVRQEEVGVLASNLARAV- - ST- - | VNLGQLLNI CATNALGRAVI G
DDFRHVRQEEVAI LARGLAGAG - RS- - KVNLGQQLNMCTANTLARMMLD
DDFRHVREEEVAI LTRVLVHAG - ES- - AVKLGQLLNVCTTNALARVMLG
DDFRHVRQDEVKTLTRALASAG: - (K- - PVKLGQLLNVCTTNALARVMLG
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'n
«

F3'
F3'
F3'
F3’
F3'
F3'

'n
w

F3'

F3'
F3’
F3'
F3'

F3’
F3'
F3'
F3'
F3’
F3'
F3'
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F3'
F3'
F3’
F3'
F3'
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LRSS RERRL RN RS

oo aaaaa

ITIITIIIIIIT

Eust oma russel |i anum
Eust oma grandi fl orum
Gentiana triflora
Cat har ant hus roseus
Pet uni a hybrida Hf 1
Pet uni a hybrida Hf 2
Sol anum el ongena
Lyci ant hes rantonneti
Canpanul a medi um

Ar abi dopsi s thaliana

H Matthi ol a i ncana

H Pel ar goni um zonal e

,5 H Calli stephus chinensis
H Cal | i st ephus chinensis

H Petunia hybrida Ht 1

IIITIITIIIIT

Eust oma russel | i anum
Eust oma grandi fl orum
Gentiana triflora
Cat har ant hus roseus
Pet uni a hybrida Hf 1
Pet uni a hybrida Hf 2
Sol anum el ongena
Lyci ant hes rantonneti
Canpanul a nmedi um

Ar abi dopsi s thaliana

'H Matthiola incana

H Pel ar goni um zonal e

,5 H Callistephus chinensis
H Cal | i st ephus chinensi s

H Petunia hybrida Ht 1

oo aaaaa

oo aa

ITIITIIIIIT

Eust oma russel | i anum
Eust oma grandi fl orum
Gentiana triflora
Cat har ant hus roseus
Pet uni a hybrida Hf 1
Pet uni a hybrida Hf 2
Sol anum el ongena
Lyci ant hes rantonneti
Canpanul a nmedi um

Ar abi dopsi s thaliana

H Matthi ol a i ncana

H Pel ar goni um zonal e

,5"H Cal li stephus chinensis
H Cal | i st ephus chinensis

H Petunia hybrida Ht 1

ITIIIIIIITT

Eust oma russel | i anum
Eust oma grandi fl orum
Gentiana triflora

Cat har ant hus roseus
Pet uni a hybrida Hf 1
Pet uni a hybrida Hf 2
Sol anum el ongena

Lyci ant hes rantonnetii
Canpanul a nedi um

Ar abi dopsi s thaliana

H Matthiola incana

H Pel ar goni um zonal e

,5 H Calli stephus chinensis
H Cal i st ephus chinensis

H Petunia hybrida Ht 1

KRVFGSQ@- - ------- GSESNEFKDMWVELMIVAGYFNI GDFI PSI AWWVD
KRVFGSQ- - ------- GSESNEFKDWVELMI'VAGYFNI GDFI PSI AWWD
RRVFNKK- - - - - - - - - GAKSNEFKDWVELMI'SAGYFNI GDFI PSI GWWD
RRVFVTK- - - - - - - -- SLESNEFKDMYWELMITAGYFNI GDFI PSI AWWD
KRVFVDK- - - - - - - - - GVEVNEFKDMWVELMTT AGYFNI GDFI PCLAWVD
KRVFVNK- - - - - - - - - GVEVNEFKDWVELMITAGYFNI GDFI PCLAVWWD
KRVFVEK- - - - - - - - - GKEVNEFKNWVELMI'VAGYFNI GDFI PQI AWWD
KRVFVEK- - - - - - - - - GAEVNKFKDWVELMI'VAGYFNI GDFI PQLAVWWD
RRPFVI TSKLDSSASASASVSEFQYMYMEL VRVAGLFNI GDFI PYI AWVD
RRLFG ------- ADADHKADEFRSMVTEMVALAGVFNI GDFVPSLDW.D
RRLFG ------- DGADHKAEEFRSMWTEMVAL AGVFNVGDFVPALDW.D

KKVFKDG- - - - - TDDVDPKADEFKSMWVELMWLAGVFNI GDFI PPLDCLD
KRVFGNES- - - GGD- - DPKANEFKEVATEL MFLAGOQFNI GDYl PVLDW.D
RRVFADGS- - - EGRGVDPKADEFKDWVEL MELAGEFNI GDFI PPLDCLD
KRVFADGS- - - GDV- - DPQQAEFKSI\NVEI\/I\NVAG\/FNI GDFI PQ_NV\LD
ek

* * * * % ** ** - %

LQGE QGAVKRLHKKFDAL L TRLLEEHTASAHERK- GSPDFLDFVWAN- GD
LQE QGGAVKRLHKKFDAL L TRLLEEHTASAHERK- GSPDFLDFVWAN- RD
LQE EGGVKRLHKKFDVLLTRL L DDHKRT SQERK- QKPDFLDFVI AN- GD
LQGE ERGVKRLHKKFDAL L TKM.EEHKSSSHKRK- EKPDFLDYVLAN- RD
LQAE EKRVKRLHKKFDAL L TKMFDEHKATTYERK- GKPDFLDVWMVEN- GD
LQGE EKGVKRLHKKFDAL L TKMFDEHKATSYERK- GKPDFLDCVMVEN- RD
LQE EKGVKKLHKKFDDL L TKMFEEHEAT SNERK- GKPDFLDFI MAN- RD
LQE EKGVKCLHKKFDDL L TKMFDEHKAT TNERK- GKPDFLDVVNVAN- RD
LQGE QRDVKVI QKKFDVLLNKM KEHTESAHDRK- DNPDFLDI LMAATQE
L QGVAGKMKRLHKRFDAFLSSI LKEHEMN- GQDQ- KHTDMLSTLI SLKGT
L QGVAGKMKRLHKRFDAFL SSI LKEHEI NNGGDQ- KHTDMLTTLI SLKGT
LQGVASKMKNLHKRFDAFLSAI LQEHNI N- SAAS- ATPSMLTTLI SLKDS
LQE VKKMKKLHTRFDKFLDVI LDEHKVI ASG- - - - Hl DMLSTLI SLKDD
LQAE TKKMKKLHARFDKFLNI | LDDHKI EKGAAGRRHSDLLTTLI SLKDV
I (X-]\/AAKM(KLHARFDAFLTDI LEEHKGKI FG - - EM(DLLSTLI SLKND
* k- ce e kK ek
11 A

NSEGER- - - - LQTVNI KALLLNVFTAGTDTSSSVI EWALAELLKNPI | LR
NSEGER- - - - LHTVNI KALLLNMFTAGTDTSSSVI EWALAELLKNPI | LK
NSDGER- - - - LNTDNI KALLLNLFTAGTDTSSSI | EWALAELLKNRTLLT
NSEGER- - - - LTTTNI KALLLNLFTAGTDTSSSVI EWAI SEM_LKNPTI LK
NSEGER- - - - LSTTNI KALLLNLFTAGTDTSSSAI EWAL AEMVKNPAI LK
NSEGER- - - - LSTTNI KALLLNLFTAGTDTSSSAI EWAL AEMVKNPAI LK
NSEGER- - - - LSI TNI KALLLNLFTAGITDTSSSVI EWALTEMVKNPTI FK
NSEGER- - - - LSTNNI KALLLNLFTAGTDTSSSAI EWVALAEMVKNPQ LK
NTEG @ - - - LNLVNVKALLLDLFTAGTDTSSSVI EWMALAEM_NHRQ LN
DLDGDG- - GSLTDTEI KALLLNVFTAGTDTSASTVDWAI AELI RHPDI W
DFDGDG- - ASI TDTEI KALLLNVFTAGTDTSASTVDWAI AELT RHPHI MK
VEDSEG - GKLTDTEI KALLLNVFTAGIDTTSSTVEWAI AELI RQPEI LI

TSVDG - - RKPSDI El KALLLELFVAGTDTSSNTVEWAI AELI RQPHLLK
DAADDDEEGKLSDI El KALLLNLFAAGTDTSSSTVEVWAVAEL | RHPELLK
DADNDG- - GKLTDTEI KALLLNLFVAGT DTSSSTVEV\AI AELI RNPKI LA

B

RAQEENDGVI GRDRRFLEADI SKLPYLQAI CKEAFRKHPSTPLNLPR- | A
RAQEENVDGVI GRDRRFLEADI SKLPYLQAI CKEAFRKHPSTPLNLPR- 1 A
RAQDENVDRVI GRDRRLLESDI PNLPYLQAI CKETFRKHPSTPLNLPRNCI

RAQEENVDQVI GRNRRLMESDI PKLPYLQAI CKETFRKHPSTPLNLPR- | A
KAQAENMDQVI GRNRRLLESDI PNLPYLRAI CKETFRKHPSTPLNLPR- | S
KAQGENVDQVI GNNRRLLESDI PNLPYLRAI CKETFRKHPSTPLNLPR- 1 S
KAQREMDQ | GKNRRFI ESDI PNLPYLRAI CKEAFRKHPSTPLNLPR- VS
KVQQREMDQ | GKNRRLI ESDI PNLPYLRAVCKETFRKHPSTPLNLPR- 1 S
RAHEENVDQVI GRNRRLEQSDI PNLPYFQAI CKETFRKHPSTPLNLPR- | S
KAQEELDI VWGRDRPVNESDI AQLPYLQAVI KENFRLHPPTPLSLPH- | A
RTQEEL DAVVGRNRPI NESDL SRLPYLQAVI KENFRLHPPTPLSLPH- | A
RAQKEI DSVVGRDRLVTELDLSKLPYLQAI VKETFRLHSSTPLSLPR- | A
RAQEENMDSVWGONRLVTEVDLSQLTFLQAI VKEAFRLHPSTPLSLPR- | A
QAREEMDI VWGRDRLVTELDLSRLTFLQAI VKETFRLHPSTPLSLPR- VA
QAQJEI DKWGRDRLVGELDLAQ_TYLEAI VKETFRLHPSTPLSLPR- | A

* . * - **x k% * *** **
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G. Anhang

C

F3’',5 H Eustoma russel |l ianum SQACEVNGHYI PKGTRLSVNI WAI GRDPSVWE- NPNEFNPDRFLER- KNA 426
F3’',5 H Eustoma grandifl orum SQACEVNGHYI PKGTRLSVNI WAI GRDPSLWE- NPNEFNPDRFLER- KNA 426
F3',5 H CGentiana triflora RGHVDVNGYY! PKGTRLNVNI WAI GRDPSVWGDNPNEFDPERFLYG- RNA - 432
F3',5 H Cat harant hus roseus KDCQVNGYY! PKGTRLSVNI WAI GRDPNVWE- NPLEFNPDRFLSG KMA 427
F3',5 H Petunia hybrida Hf 1 NEPCI VDGYYI PKNTRLSVNI VAl GRDPQWWE- NPLEFNPERFLSG- RNS 422
F3’',5 H Petunia hybrida Hf 2 NEPCI VDGYYI PKNTRLSVNI WAl GRDPEVWE- NPLEFYPERFLSG- RNS 422
F3’,5 H Sol anum el ongena SDACTI DGYYl PKNTRLSVNI WAI GRDPDVWE- NPLEFI PERFLSE- KNA 425
F3',5 H Lyci ant hes rantonnetii NEPCWDGYY! PKNI RLSVNI WAI GRDPDWE- NPLEFNPERFLSG- KNV 426
F3’,5 H Canpanul a medi um TEACEVDGFHI PKNTRLI VNI WAl GRDPKVWE- NPLDFTPERFLSE- KHA 439
F3' H Arabi dopsi s thaliana SESCEI NGYHI PKGSTLLTNI WAI ARDPDQWS- DPLAFKPERFLPGGEKS 424
F3'H Matthiol a i ncana AESCEI NGYH PKGSTLLTNI WAl ARDPEQWS- DPLAFRPERFLPGCEKF 424
F3' H Pel argoni um zonal e TQSCEI NGYHI PKGATLLVNVWAI ARDPDVWA- DPLSFRPERFLPGSEKE 427
F3',5 H Cal | i stephus chinensis SESCEVDGYY! PKGSTLLVNI WAl GRHPEVWT - DPLEFRPTRFLPGGEKP 423
F3'H Cal | i st ephus chi nensi s SESCEVDGYYI PKGSTLLVNVWAI ARDPKMAT- NPLEFRPSRFLPGGEKP 431
F3'H Petunia hybrida Ht'1 SESCEI NGYFI PKGSTLLLNVWAI ARDPNAWA- DPLEFRPERFLPGGEKP 426

:*"*** * * *** * * * :* * k kk%x

D

F3’',5 H Eustona russel | i anum KI DPRGNDFEL| PFGAGRRI CAGTRLG LLVEY!I LGTLVHSFWELPSSV 476
F3’,5 H Eustonma grandifl orum KI DPRGNDFEL| PFGAGRRI CAGTRLG LLVEY! LGTLVHSFDVWELPSSV 476
F3',5 H Gentiana triflora KI DPRGNHFELI PFGAGRRI CAGTRMA LLVEY! LGTLVHSFDVWKLGFSE 482
F3’', 5 H Cat har ant hus roseus KI EPRGNDFELI PFGAGRRI CAGTRMA VLVEY! LGTLVHSFDVWKLPFDD 477
F3’,5 H Petunia hybrida H 1 KI DPRGNDFEL| PFGAGRRI CAGTRM3 VWEY! LGTLVHSFDVWKLPSEV 472
F3’,5 H Petunia hybrida Hf 2 KI DPRGNDFEL| PFGAGRRI CAGTRM3 VWEY! LGTLVHSFDVWKLPSEV 472
F3’',5 H Sol anum nel ongena KI EHRGNDFEL | PFGAGRRI CAGTRMSE VWEY! LGTLI HSFDVWKLPNDV 475
F3’',5 H Lyci anthes rantonnetii KI DPRGNDFELI PFGAGRRI CAGTRMSE VWEY! LGTLVHSFDVWKFSNDV 476
F3’,5 H Canpanul a medi um KI DPRGNHFEL| PFGAGRRI CAGARMGAASVEY! LGTLVHSFDVWKLPDGY 489
F3' H Ar abi dopsi s thaliana GVDVKGSDFEL| PFGAGRRI CAGLSLGLRTI QFLTATLVQGFDWELAGGY 474
F3'H Matthiol a i ncana GVDVKGSDFEL| PFGAGRRI CAGLSLGLRTI QLLTATLVHGFEWELAGGY 474
F3' H Pel ar goni um zonal e NVDVKGNDFEL | PFGAGRRI CAGVBLALRWQLLTATLLHAFNVWDLPQGQ 477
F3’',5 H Cal li stephus chinensis G VWKVNDFEVLPFGAGRRI CAGVBLALRTVQLLMGTLVQAFDVELANG 473
F3'H Cal | i stephus chinensis DADI KGNDFEVI PFGAGRRI CAGVBELGVRWQLLI ATLVQTFDWELANGL 481
F3'H Petunia hybrida Ht1 KVDVRGNDFEVI PFGAGRRI CAGWNLG RM/Q_M ATLI HAFNV\U_VSGQ 476
F3’',5 H Eustoma russel |l i anum | - - ELNVDESFGLAL QKAVPLAAMVTPRLPLHI YSP- - - - 510
F3’',5 H Eustoma grandifl orum | - - ELNVDEPFGLAL QKAVPLAAMWVTPRLPLHI YCP- - - - 510
F3',5 H CGentiana triflora D- - ELNVDETFGLALQKAVPLAAWI PRLPLHVYAP- - - - 516
F3',5 H Cat harant hus roseus I N- ELNVDESFGLALQKAVPLVAMVSPRLPI NAYSP- - - - 512
F3',5 H Petunia hybrida Hf 1 | - - ELNVEEAFGLAL QKAVPLEAMWTPRLQLDVYVP- - - - 506
F3’',5 H Petunia hybrida Hf 2 | - - ELNVEEAFGLAL QKAVPLEAMWVTPRLPI DVYAPLA- - 508
F3’,5 H Sol anum nel ongena V- - DI NVEETFGLALQKAVPLEAI VTPRLSFDI YQSSEPF 513
F3',5 H Lyci ant hes rantonnetii K- - EI NVEESFGLALQKAVPLEAM/TPRLPFDVYYTN- - - 511
F3’,5 H Canpanul a medi um V- - EVNMEESFG ALQKKVPLSAI VTPRLPPSSYTV- - - - 523
F3' H Ar abi dopsi s thaliana TPEKLNVEESYGLTLQRAVPLVVHPKPRLAPNVYGLGSG- 513
F3'H Matthiola incana TPEKLNVEETYG TVQRAVPLI VHPKPRLALNVYGVGSG- 513
F3' H Pel argoni um zonal e | POELNVDEAYGL TLQRASPLHVRPRPRLPSHLY- - - - - - 511
F3’',5 H Cal li stephus chinensis KPEKLNVDEAFGL SVQRAEPL VVHPRPRLPPHVYKSG- - - 510
F3'H Cal | i st ephus chi nensi s DPEKLNVEEAYGLTL QRAEPLMWHPRPRLSPHVYESR- - - 518
F3'H Petunia hybrida Ht'1 LPEM_NNEEAYG_TLQ?ADPLWHPRPRLEAQAYI G--- 512

PRk ek * - * ok k

* = identische AS. : = konservierte AS. * = halbkonservierte AS. I = prolinreiche Rgion. Il = 22 AS
umfassende Region, die moglicherweise mit der 5’-Hydroxylierung im Zuammenhang steht. III = putative
Substratbindungsregion der F3’- und der F3’,5’H. A-D = hoch konservierte Protein-Doménen pflanzlicher
CYP-Enzyme der A-Gruppe (weitere Erlauterung unter D.5).
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G. Anhang

G.5 Beschreibung der fiir die Nukleinsiure- und Proteinalignments

verwendeten CYP-Enzyme

CYyp Funktion | Herkunft Accession-Nr. | Referenz

CYP75A1 |F3’,5’H | Petunia hybrida 722544 Holton et al., 1993

CYP75A2 |F3°,5’H | Solanum melongena X70824 Toguri et al., 1993

CYP75A3 |F3°,5’H | Petunia hybrida 722545 Holton et. al., 1993

CYP75A4 |F3’,5’H | Gentiana triflora D85184 Tonaka et al., 1996

CYP75A5 |F3°,5’H | Eustoma grandiflorum U72654 Nielsen, K.M. and Podivinsky, E.
1997

CYP75A6 |F3°,5°H | Campanula medium D14590 Shimada,Y. 1993; unverdfentlicht

CYP75A7 |F3’,5’H | Eustoma russellianum D14589 Shimada et al., 1999

CYP75A8 |F3’,5’H | Catharanthus roseus AJ011862 Kaltenbach et al., 1999

CYP75A9 |F3°,5°’H | Lycianthes rantonnetii AF313490 Eder, C.M. and Forkmann, G., 2000
unverdfentlicht

CYP75B1 |F3’H Arabidopsis thaliana AL133421 Schoenbohm et al. 2000

CYP75B2 |F3’H Petunia hybrida AF155332 Brugliera et al., 1999

CYP75B5 |F3°,5°’H | Callistephus chinensis AF313489 Eder, C.M. and Forkmann, G., 2000
unverdfentlicht

CYP75B6 |F3’H? Callistephus chinensis AF313488 Eder, C.M. and Forkmann, G., 2000
unverofentlicht

CYP75B7 |F3’H Matthiola incana AF313491 Eder, C.M. and Forkmann, G., 2000
unverdfentlicht

CYP75B8 |F3’H Pelargonium x hortorum | AF315465 Eder, C.M. and Forkmann, G., 2000

(Pelargonium zonale) unverdfentlicht
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