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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Seit altersher {iben Duftstoffe und Aromen eine geradezu magische Wirkung auf den
Menschen aus. So herrschte schon zur Zeit der Antike ein reger Handel mit diesen
Substanzen. Welche Bedeutung ihnen damals zugemessen wurde, geht unter anderem aus
der biblischen Erzdhlung der Geburt Jesu hervor. Die drei Weisen aus dem Morgenland
schenkten dem Kind neben Gold auch Weihrauch und Myrrhe, zwei wohlriechende Harze
aus verschiedenen Boswellia- und Commiphora-Arten. Ein anderer Balsam, das aus
Kiefern gewonnene Terpentin, gab den Duftstoffen und Hauptbestandteilen dieser Harze
thren Namen: Terpene.

Die Terpene bilden mit mehr als 30.000 verschiedenen Substanzen die grofite Klasse
innerhalb der Naturstoffe [BUCKINGHAM, 1998]. In Form von #therischen Olen, oftmals
duBerst komplexen Stoffgemischen, konnen Terpene z.B. mittels Wasserdampfdestillation,
Extraktion oder durch Pressen aus Pflanzen oder bestimmten Pflanzenteilen gewonnen
werden. Neben ihrem Einsatz als Duftstoff oder Lebensmittelzusatz werden sie heutzutage
zur Gummiherstellung, als synthetische Intermediate oder als Losungsmittel fiir Lacke und
Harze verwendet. Dariliber hinaus gewinnen Terpene zunehmend als pharmakologisch
interessante Substanzen an Bedeutung. So wird beispielsweise das aus der Rinde der Eibe
(Taxus brevifolia) gewonnene Diterpenderivat Taxol zur Behandlung verschiedener
Krebsarten eingesetzt [PEZZUTO, 1997].

Im Unterschied zu den meisten anderen Lebensformen besitzen Pflanzen nicht die
Féhigkeit der freien Ortsbewegung. Sie sind daher stdndig wechselnden biotischen und
abiotischen Einfliissen ausgesetzt und mussten im Laufe ihrer Entwicklung Schutz- und
Abwehrmechanismen entwickeln. Neben weiteren Sekunddrmetaboliten spielen Terpene
hierbei eine entscheidende Rolle. So konnen sie in hohen Konzentrationen z.B. in den
Driisen von Blittern der Baumwolle (Gossypium hirsutum) oder in den Harzgdngen im
Xylem von Koniferen als FraBhemmstoffe, Toxine oder als mechanische Barriere
fungieren [STIPANOVIC et al, 1999; BOHLMANN et al, 1998A]. In indirekte
Abwehrmechanismen scheinen Terpene ebenfalls involviert zu sein. TURLINGS und
Mitarbeiter (1990) konnten zeigen, dass Maispflanzen nach Raupenfrall ein Terpene
enthaltendes, komplexes Duftbouquet freisetzen. Mit Hilfe dieses Duftes kdnnen
parasitische Schlupfwespen eine von Raupen befallene Pflanze lokalisieren und effizient
einen Wirt zur Eiablage finden. Neben diesen Abwehrmechanismen dienen fliichtige
Terpene aber auch als Lockstoff fiir Bestduber [RAGUSO et al., 1995; DUDAREVA et
al., 1996; PICHERSKY & GERSHENZON, 2002] oder als Signalstoff zwischen Pflanzen
[ARIMURA et al., 2000; ARIMURA et al., 2002]. Weiterhin konnen sie als
Antioxidantien die Pflanzenzelle schiitzen. Einige, meist komplexere Terpene, haben
Funktionen im Primdrmetabolismus. So sind verschiedene Carotenoide und das, eine
Phytolseitenkette enthaltende Chlorophyll an der Photosynthese beteiligt. Ubichinone und
Plastochinone besitzen ebenfalls lange Terpenseitenketten und fungieren als
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Elektronentibertrager. Als strukturelle Komponenten haben Terpene in Form von
Phytosterolen Einfluss auf den Aufbau der Zellmembran und einige Gibberellane steuern
als Phytohormone die Regulation des Pflanzenwachstums.

1.2 Uberblick iiber die Terpenbiosynthese in Pflanzen

Betrachtet man die Summenformeln verschiedener Terpene, so fillt auf, dass die Anzahl
der Kohlenstoffatome im Molekiil in der Regel ganzzahligen Vielfachen der Zahl Fiinf
entspricht. Je nach Anzahl dieser Cs-Einheiten klassifiziert man die Terpene in Hemi- (Cs),
Mono- (Cip), Sesqui- (C;s), Di- (Cy), Sester- (Cps), Tri- (Csg), Tetra- (Ca) sowie
Polyterpene (Cs), mit n>8. Durch Modifizierungsreaktionen kdnnen aber auch terpenoide
Verbindungen entstehen, die eine von diesem Schema abweichende Anzahl an
Kohlenstoffatomen enthalten. Die Abspaltung einer Cs-Einheit von Sesqui- und Diterpenen
fiihrt beispielsweise zur Bildung der sogenannten Homoterpene (C;; bzw. C;6) [DONATH
& BOLAND, 1994].

In der Natur kommen Terpene als reine Kohlenwasserstoffe, aber auch in mehr oder
weniger modifizierter Form wie z.B. als Alkohole, Ether, Ketone, Carbonsduren und Ester
vor. Die groBBe Anzahl moglicher Kohlenstoffgrundgeriiste, die Lage der Doppelbindungen
und die verschiedenen Modifikationsmdglichkeiten ergeben die schier uniiberschaubare
strukturelle Vielfalt dieser Stoffklasse (Abb. 1.1) [CONNOLLY & HILL, 1991].

Am Ende des 19. Jahrhunderts erkannte Otto Wallach aufgrund systematischer Studien an
Monoterpenen, dass sich die meisten Terpene rein formell aus mehreren, in der Regel in
Kopf-Schwanz-Stellung miteinander verbundenen, Isopreneinheiten (2-Methyl-1,3-
Butadien) zusammensetzen [WALLACH, 1885]. Fiir dieses spéter als ,Isoprenregel
bezeichnete Konzept wurde er 1910 mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet.
Autbauend auf Wallachs Arbeiten fand Leopold Ruzicka heraus, dass Terpene durch die
Verkniipfung biologischer Isopreneinheiten, dem sogenannten ,,aktiven Isopren®, gebildet
werden. Weiterhin postulierte er, dass bei der Bildung des Terpengrundgeriists durch
elektrophile Reaktionen carbokationische Intermediate entstehen, die verschiedenste
Zyklisierungen und Umlagerungen durchlaufen konnen. Mittels dieser erweiterten
»Isoprenregel” (,,biogenetische Isoprenregel, [RUZICKA, 1953]) konnte erstmalig
gezeigt werden, dass auch Verbindungen zu den Terpenen gehoren oder sich von ihnen
ableiten, die, wie z.B. die Steroide, nicht in das von Wallach formulierte Prinzip passen.
Auch Ruzicka erhielt fiir seine Arbeiten {iber Terpene 1939 den Nobelpreis. Das von ihm
postulierte ,,aktive Isopren* wurde im Jahre 1958 zeitgleich von Feodor Lynen in Miinchen
[LYNEN et al., 1958] und Konrad Bloch in Cambridge [CHAYKIN et al., 1958] als
Isopentenyldiphosphat (IPP) identifiziert (Nobelpreis 1964).
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Abb. 1.1 Klassifizierung und Strukturen einiger ausgewiihlter Terpene.

Die Bildung von IPP erfolgt in hoheren Pflanzen {iiber zwei unterschiedliche
Biosynthesewege: zum einen iiber den Mevalonatweg im Cytosol [LYNEN & HENNING,
1960) und zum anderen iiber einen erst vor ca. zehn Jahren entdeckten, urspriinglich in
Bakterien beschriebenen alternativen Weg in den Plastiden [ROHMER et al., 1993;
SCHWENDER et al, 1996; LICHTENTHALER et al, 1997; RODRIGUEZ-
CONCEPCION & BORONAT, 2002] (Abb. 1.2).
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Coenzym A (2), B-Hydroxy-B-Methylglutaryl-CoA (3), Mevalonséure (4), Mevalonsdurediphosphat (5),
Isopentenyldiphosphat (6), Pyruvat (7), Glyceraldehyd-3-Phosphat (8), 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat (9),
2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat (10), Diphosphocytidyl-2-C-Methyl-D-Erythritol (11), 4-Diphospho-
cytidyl-2-C-Methyl-D-Erythritol-2-Phosphat  (12), 2-C-Methyl-D-Erythritol-2,4-Cyclodiphosphat  (13),
Hydroxymethylbutenyl-4-Diphosphat (14), Dimethylallyldiphosphat (15).
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Im Mevalonat-Weg wird IPP aus drei Molekiilen Acetyl-Coenzym A gebildet. Durch eine
biologische Claisen-Kondensation zweier Acetyl-CoA-Reste zu Acetoacetyl-CoA und der
anschlieBenden Aldol-Addition eines weiteren Molekiils Acetyl-CoA entsteht das [-
Hydroxy-p-Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Die beteiligten Enzyme sind die Acetyl-
CoA-Acetyltransferase und die HMG-CoA-Synthase. Die Reduktion von B-Hydroxy-f-
Methylglutaryl-CoA durch die HMG-CoA-Reduktase fiihrt zur Mevalonsdure. Diese wird
durch die Mevalonatkinase und die Phosphomevalonatkinase iiber das Mevalonatmono-
phosphat zum Mevalonatdiphosphat phosphoryliert. Die Pyrophospomevalonat-
decarboxylase schlieflich katalysiert die Decarboxylierung und Dehydratisierung von
Mevalonatdiphosphat zum Isopentenyldiphosphat.

Im Gegensatz zum Mevalonat-Weg wird IPP im MEP-Weg, benannt nach seinem
Intermediat 2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat, aus Glyceraldehyd-3-Phosphat und
Pyruvat gebildet. Beide Vorstufen werden unter Abspaltung der Sduregruppe des Pyruvats
durch die 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphatsynthase zum 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat
verbunden. Die durch die 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphatreductoisomerase katalysierte
Umlagerung des Kohlenstoffgeriists und die Reduktion der Aldehydgruppe fiihren zum 2-
C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphat. Dieses wird iiber die Zwischenstufen 4-Diphospho-
cytidyl-2-C-Methyl-D-Erythritol und 4-Diphosphocytidyl-2-C-Methyl-D-Erythritol-2-
Phosphat durch die entsprechenden Synthasen zum 2-C-Methyl-D-Erythritol-2,4-Cyclodi-
phosphat umgewandelt. Eine Dehydratisierung resultiert nun in der Bildung von
Hydroxymethylbutenyl-4-Diphosphat. Durch eine weitere Dehydratisierung entstehen als
Endprodukte des MEP-Weges sowohl Isopentenyldiphosphat als auch Dimethylallyl-
diphosphat.

Die Biosynthese der Terpene aus Isopentenyldiphosphat (Abb. 1.3) ist in einer Vielzahl an
Ubersichtsartikeln detailliert beschrieben worden [GERSHENZON, 1993; MCGARVEY
& CROTEAU, 1995; CHAPPELL, 1995; KREUZWIESER et al., 1999]. Sie beginnt mit
der reversiblen Isomerisierung von IPP zu Dimethylallyldiphosphat (DMAPP). Durch
Verkniipfung der elektrophilen Allyl-CH,-Gruppe des DMAPP (Cs) mit der nukleophilen
Methylengruppe von IPP (Cs) entsteht das Geranyldiphosphat (GPP, C,). Dessen Reaktion
mit einem weiteren Aquivalent IPP fiihrt zum Farnesyldiphosphat (FPP, C;s). Eine weitere
Kopf-Schwanz-Verkniipfung von IPP (nukleophiler Kopf) und FPP (elektrophiler
Schwanz) liefert schlieBlich das Geranylgeranyldiphosphat (GGPP, C,p). Diese
Kondensationsreaktionen werden von Prenyltransferasen katalysiert. Hohermolekulare
Terpene entstehen durch weitere Verkniipfung der verschiedenen Prenyldiphosphate. So
fiihrt die Schwanz-Schwanz-Dimerisierung von FPP zu Squalen (Cjp) und die Schwanz-
Schwanz-Verkniipfung zweier Aquivalente GGPP zu Phytoen (Cyp).

Die azyklischen Prenyldiphosphate GPP, FPP und GGPP sind die direkten Vorstufen der
Mono-, Sesqui- und Diterpene. IThre Umwandlung in die verschiedenen Kohlenstoffgrund-
gerliste wird durch Terpensynthasen vermittelt. Monoterpensynthasen wandeln GPP in
Monoterpene um, Sesquiterpensynthasen katalysieren die Reaktion von FPP zu
Sesquiterpenen, und Diterpensynthasen die Reaktion von GGPP zu Diterpenen. Die durch
intramolekulare Zyklisierungen, Hydridverschiebungen oder Umlagerungen entstandenen
Terpengrundgeriiste konnen nun noch eine Vielzahl von Reaktionen (z.B. Oxidationen,
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Reduktionen, Isomerisierungen) eingehen. So werden beispielsweise verschiedene
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe durch einen mikrosomalen Enzymextrakt aus Zichorie
(Cichorium intybus) in Gegenwart von NADPH hydroxyliert [DE KRAKER et al., 2003].
Fiir solche Hydroxylierungen sind in der Regel Cytochrom-P450 abhéngige
Monooxygenasen verantwortlich [WUST et al., 2001, GREENHAGEN et al., 2003]

MEP-Weg Mevalonat-Weg

(Plastiden) E@ @l (Cytosol)
)\/ Isomerase
AN opp +=——mm™

DMAPP (C)) IPP (Cy)
GPP- SynthaskA
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Abb. 1.3 Uberblick iiber die Biosynthese von Mono-, Sesqui- und Diterpenen in héheren Pflanzen. Das
iiber den Mevalonat-Weg im Cytosol oder iiber den MEP-Weg in den Plastiden gebildete Isopentenyl-
pyrophosphat (IPP) wird durch eine reversible Isomerisierung in Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP)
tiberfiihrt. Die Verkniipfung von DMAPP und IPP fiihrt zu den Prenylpyrophosphaten Geranylpyrophosphat
(GPP), Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP). Diese werden schlieBlich in
einer durch Terpensynthasen katalysierten Reaktion in die einzelnen Terpengrundgeriiste umgewandelt.

1.3 Terpensynthasen, die Schliisselenzyme der Terpenbiosynthese
1.3.1 Enzymologie

Die Umwandlung der in allen Pflanzen vorhandenen Prenyldiphosphate zu einer groBlen
Anzahl verschiedenster Kohlenstoffgrundgeriiste wird von Terpensynthasen (EC 4.2.3.x.)
katalysiert. Da dies der erste Schritt des Biosyntheseweges ist, in dem die Bildung
einzelner Terpene mafigeblich kontrolliert werden kann, bezeichnet man Terpensynthasen
im allgemeinen als die Schliisselenzyme der Terpenbiosynthese.
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Zur Zeit sind weit mehr als 30 Terpensynthasen pflanzlichen Ursprungs als cDNA kloniert
oder als Protein direkt aus der Pflanze isoliert wurden [TRAPP & CROTEAU, 2001]. Die
bisher untersuchten Proteine besitzen &dhnliche physikalische und chemische
Eigenschaften. Sie haben eine molare Masse zwischen 56 und 96 kDa [KREUZWIESER et
al., 1998] und treten als Monomer [ALONSO et al., 1992; PICHERSKY et al., 1995;
WISE et al.,, 1998] oder Homodimer [SCHNEE et al, 2002; WISE et al., 1998,
WHITTINGTON et al., 2002; RYNKIEWICZ et al., 2001] auf. Das pH-Optimum liegt
meist im Bereich von pH 6.0 bis 7.5, kann aber auch ins Basische verschoben sein. So
besitzt die epi-Cedrolsynthase von Artemisia annua ein pH-Optimum nahe pH 9.0
[MERCKE et al, 1999]. Als Cofaktor benétigen Terpensynthasen ein divalentes
Metallkation, in der Regel Mg”" oder Mn”>". Die Monoterpensynthasen von
Gymnospermen unterscheiden sich von allen anderen bisher bekannten Terpensynthasen
im zusitzlichen Bedarf eines monovalenten Kations, vorzugsweise K, und in der
Bevorzugung von Mn”" (oder Fe*") vor Mg®" als Cofaktor [BOHLMANN ez al., 1998A].
AuBerdem besitzen sie ein generell hoheres pH-Optimum [TRAPP & CROTEAU, 2001].
Ein gemeinsames Merkmal von Terpensynthasen ist, dass sie meist mehrere verschiedene
Verbindungen mit teilweise sogar unterschiedlichen Kohlenstoffgrundgeriisten bilden. So
wurden z.B. in den Produktspektren der y-Humulensynthase und 8-Selinensynthase von
Abies grandis insgesamt 52 bzw. 34 verschiedene Sesquiterpene identifiziert [STEELE et
al., 1998A).

Die natiirlichen Substrate der Mono- und Sesquiterpensynthasen sind das 2,3-(E)-GPP
bzw. das 2,3-(E)-FPP. Da im Falle von GPP die trans-Konfiguration der C2-C3-
Doppelbindung die intramolekulare Zyklisierung verhindert, muf3 als erster Schritt der
Reaktion von GPP zu zyklischen Monoterpenen nach der Ionisierung eine trans-cis-
Isomerisierung erfolgen. Von CROTEAU (1987) wurde dafiir der in Abbildung 1.4.A
dargestellte Mechanismus vorgeschlagen: die Dephosphorylierung von GPP erfolgt unter
Beteiligung des divalenten Metallkations und fiihrt zum Geranylkation. Durch Anlagerung
des Pyrophosphatrests an Position C3 dieses Intermediates entsteht das enzymgebundene
tertidre GPP-Isomer Linalyldiphosphat. Dessen C2-C3-Einfachbindung kann nun rotieren
und die folgende Dephosphorylierung resultiert im Linalylkation. Im weiteren Verlauf der
katalytischen Kaskade kann es durch den elektrophilen Angriff des Carbokations auf die
C2-C3-Doppelbindung zur 1,6- oder 1,7-Zyklisierung kommen. Hydridverschiebungen
und/oder weitere elektrophile Zyklisierungen sowie die Deprotonierung oder Anlagerung
einer nukleophilen Gruppe (z.B. Wasser, Diphosphat) fithren schlieBlich zur Bildung des
jeweiligen Monoterpens (Abb. 1.4.B).

Fiir Sesquiterpensynthasen wird als analoger Mechanismus die Isomerisierung des
Farnesylkations iiber das Nerolidyldiphosphat angenommen [CANE et al., 1990]. Da im
Gegensatz zu GPP eine weitere, distale Doppelbindung (C10-C11) vorhanden ist, sind
neben 1,6- und 1,7-Zyklisierungen auch 1,10- und 1,11-Zyklisierungen moglich (Abb.
1.4.C). Fiir letztere ist allerdings die Isomerisierung des Farnesylkations nicht unbedingt
notig, da keine sterischen Behinderungen vorhanden sind [HARRISON et al., 1988].
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Abb. 1.4 Die Bildung von Mono- und Sesquiterpenen aus den Substraten Geranyldiphosphat und
Farnesyldiphosphat. (A) Von CROTEAU (1987) vorgeschlagener Mechanismus der trans-cis-
Isomerisierung der C2-C3-Doppelbindung von GPP. (B) Mechanismus der Bildung einiger représentativer
Monoterpene ausgehend vom Linalylkation. (C) Mogliche primédre Zyklisierungen des Farnesylkations.

1.3.2 Sequenzverwandtschaft und genomische Organisation von
Terpensynthasegenen

Terpensynthasen bilden eine groBle, strukturell und funktionell sehr heterologe
Enzymfamilie. Es ist bisher nicht moglich, ausgehend von der Primérstruktur dieser
Proteine auf ihre Kkatalytische Funktion zu schlieBen. So produzieren einige
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Terpensynthasen, die mit 70 bis 95% Sequenzidentitit auf Aminoséureebene sehr dhnlich
sind, vOllig unterschiedliche Produkte, wihrend andere Enzyme mit weniger als 30%
Aminoséureidentitét gleiche Reaktionen katalysieren [TRAPP & CROTEAU, 2001].
BOHLMANN, MEYER-GAUEN und CROTEAU (1998A) schlagen vor, die
Terpensynthasen aus Pflanzen aufgrund ihrer Aminoséureidentitdt in sechs Untergruppen
(Tpsa — Tpsf) einzuteilen. Die am Sekunddrmetabolismus beteiligten Mono- und
Sesquiterpensynthasen bilden hierbei die Gruppen Tpsa, Tpsb und Tpsd. Die wenigen
bisher bekannten Terpensynthasen des Primdrmetabolismus unterscheiden sich in ihrer
Sequenz deutlich von denen des Sekundérmetabolismus und sind in die Untergruppen Tpse
und Tpsc eingeordnet. Eine Linaloolsynthase aus Clarkia breweri zeigt Sequenzmerkmale
sowohl der Synthasen des Primir- als auch des Sekundarmetabolismus. Sie wird als bisher
einziges Mitglied der Gruppe Tpsf zugeordnet [BOHLMANN et al., 1998A]. Erst kiirzlich
konnten im Lowenméulchen (Antirrhinum majus) drei Monoterpensynthasen identifiziert
werden, die zusammen mit der Arabidopsis thaliana-Terpensynthase AtTPS14 eine
weitere Gruppe, Tpsg, formen [DUDAREVA et al., 2003]. Diese 1998 erfolgte Einteilung
der Terpensynthasen in sechs Untergruppen beruht nur auf Proteinsequenzdaten einer sehr
begrenzten = Anzahl  unterschiedlicher = Pflanzenarten. =~ Mit  Ausnahme  der
Copalyldiphosphatsynthase (Gruppe Tpsc) aus Mais (Zea mays) [BENSEN et al., 1995]
waren damals z.B. noch keine Vertreter aus einkeimbléttrigen Pflanzen bekannt. Es bleibt
daher abzuwarten, ob und in welchem Ausmal} dieses Schema in Zukunft verdndert oder
erweitert werden muss.

Eine andere Klassifizierung von Terpensynthasen basiert auf ihrer Exon-Intron-Struktur.
Ausgehend von der Analyse genomischer DNA von 18 unterschiedlichen
Terpensynthasegenen aus verschiedenen Pflanzenarten teilen TRAPP & CROTEAU
(2001) die Gene hierbei in drei verschiedene Klassen (I-III) ein. Weiterhin postulieren sie,
dass der Vorlaufer der rezenten, in den Sekundidrmetabolismus eingebundenen,
Terpensynthasen vor ca. 300 Millionen Jahren, also noch vor der Trennung von
Gymnospermen und Angiospermen, durch Genverdopplung eines Diterpensynthase-
dhnlichen Ursprungsgens entstanden ist. Aus diesem sogenannten Klasse I-Gen sind dann
durch Exon- und Intronverlust die Gene der Klassen II und III hervorgegangen.

Im Gegensatz zu den in den Primdrmetabolismus eingebundenen Terpensynthasen zeigen
die Proteine der Gruppen Tpsa, Tpsb und Tpsd eine bedeutend breitere funktionelle
Diversitét. Dies steht vermutlich mit der Kopiezahl der Gene und der physiologischen
Toleranz von funktionellen Mutationen im engen Zusammenhang [BOHLMANN ef al.,
1998A]. Viele Terpensynthasen des Sekundarmetabolismus bilden grofle, wahrscheinlich
durch hiufige Genverdopplungen entstandene Genfamilien. Die Verdnderungen der
einzelnen Genkopien, bedingt durch die Anreicherung von Mutationen, ist die Basis der
funktionellen Diversitit. In Tabak haben Southern-Blot-Analysen gezeigt, dass im
tetraploiden Genom etwa 12-15 verschiedene Gene vorhanden sind, die dem 5-epi-
Aristolochensynthasegen sehr dhnlich sind [FACCHINI & CHAPPELL]. Ein weiteres
Beispiel ist die Genfamilie der Germacren B-Synthase aus Lycopersicon hirsutum. VAN
DER HOEVEN und Mitarbeiter (2000) identifizierten insgesamt neun verschiedene
cDNAs, die mit ca. 93% Nukleotididentitdt untereinander eine relativ hohe
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Sequenzihnlichkeit aufweisen. Im Gegensatz dazu bilden die Terpensynthasen des
Primédrmetabolismus offenbar keine groflen Genfamilien. So gibt es in Mais nur ein
Copalyldiphosphatsynthasegen [BENSEN et al, 1995] und in Arabidopsis nur zwei
Kopien dieses Gens [SUN & KAMIYA, 1994]. Die Gene des Sekundidrmetabolismus sind
in der Regel nicht essentiell fiir das Wachstum und die Entwicklung des Organismus
[HARTMANN, 1996]. Daher werden funktionelle Mutationen in ihnen eher toleriert als in
Genen des Primdrmetabolismus. Ein verdnderter Chemotyp kann unter Umstéinden sogar
bei der Interaktion zwischen Pflanzen und anderen Lebewesen von Vorteil sein
[BOHLMANN et al., 1998A; THEIS & LERDAU, 2003].

1.3.3 Struktur-Funktionsbeziehungen

Die von Terpensynthase-cDNAs kodierten Proteine bestehen in der Regel aus 550-850
Aminosduren. Monoterpensynthasen sind mit ca. 600-650 Aminosduren etwa 50-70
Aminosduren lidnger als Sesquiterpensynthasen [BOHLMANN et al., 1998A]. Dieser
GroBenunterschied beruht auf dem Vorhandensein eines N-terminalen Signalpeptides, dass
als Targetingsignal fiir den Transport der Monoterpensynthasen vom Cytosol in die
Plastiden fungiert [TURNER et al., 1999]. Die Primirstruktur der Signalpeptide ist an sich
zwar sehr unterschiedlich, aber ein gemeinsames Merkmal ist der hohe Gehalt an Serin und
Threonin sowie die geringe Anzahl saurer Aminosduren [BOHLMANN et al., 1997].
Deletionsstudien des N-terminalen Bereiches der von COLBY und Mitarbeitern (1993)
identifizierten Limonensynthase von Mentha spicata haben gezeigt, dass die stromaufwiérts
von einem konservierten Doppel-Argininmotiv gelegenen Aminosduren nicht fiir die
enzymatische Aktivitit notig sind [WILLIAMS et al., 1998]. Die Deletion oder Mutation
der beiden Argininreste des RR-Motivs der Limonensynthase fiihrte hingegen zu einem
Protein, dass zwar Linalyldiphosphat, nicht aber Geranyldiphosphat als Substrat umsetzen
kann. Es wird daher angenommen, dass sich der N-Terminus des prozessierten Proteins N-
terminal des RR-Motivs befindet und das die Arginine an der Isomerisierung von GPP zu
Linalyldiphosphat direkt beteiligt sind [WILLIAMS et al., 1998]. Fiir die Bildung einiger
azyklischer Monoterpene ist die Isomerisierung von GPP zu Linalyldiphosphat nicht
erforderlich. So konnten auch schon einige Monoterpensynthasen isoliert werden, die zwar
kein RR-Motiv besitzen, aber trotzdem enzymatisch aktiv sind und die Umsetzung von
GPP zu azyklischen Monoterpenen katalysieren [DUDAREVA et al., 2003].

Die meisten Diterpensynthasen sind ca. 210 Aminosduren ldnger als
Monoterpensynthasen. Im N-terminalen Teil der Proteine befindet sich in diesen Fillen ein
internes, hochkonserviertes Sequenzelement mit unbekannter Funktion [BOHLMANN et
al., 1998A]. Interessanterweise wurde dieses Sequenzelement auch in einer Sesquiterpen-
synthase [BOHLMANN et al., 1998B] und einer Monoterpensynthase [DUDAREVA et
al., 1996] gefunden. Es wird daher angenommen, dass diese Sequenz ein Merkmal des
gemeinsamen Vorldufergens der Terpensynthasen war [BOHLMANN et al., 1998A].

Die 5-epi-Aristolochensynthase (TEAS) aus Nicotiana tabacum ist die erste pflanzliche
Terpensynthase, die kristallisiert und deren Tertidrstruktur durch Rontgenstrukturanalyse
aufgeklart werden konnte. Die von STARKS und Mitarbeitern (1997) verdffentlichte
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Struktur zeigt, dass dieses Enzym aus zwei strukturellen Doménen besteht, welche
ausschlieBlich aus a-Helices und kurzen, verbindenden Schleifen aufgebaut sind. In der C-
terminalen Doméne befindet sich das aktive Zentrum, eine von sechs a-Helices (Helix C,
D, F, G, H und J) umgebene, tiefe hydrophobe Tasche. Diese wird durch zwei an der
Oberfldache des Proteins gelegene Schleifen (A-C-Loop und J-K-Loop) zum umgebenden
Losungsmittel hin abgeschlossen. Die Ergebnisse der Cokristallisierung von TEAS mit
zwei nicht hydrolysierbaren  Substratanaloga (Farnesylhydroxyphosphonat und
Trifluorofarnesyldiphosphat) fiihrten zu einem Modell der Substratbindung im aktiven
Zentrum [STARKS et al., 1997]. Die Diphosphatgruppe des FPP wird offensichtlich durch
zwel Magnesiumionen im Eingangsbereich des aktiven Zentrums komplexiert, wihrend
der hydrophobe Rest des Substrates in die Tasche hineinragt. Die Asparaginsdurereste
eines in allen Terpensynthasen konservierten ,,DDxxD“-Motivs sind am C-terminalen
Ende von Helix D im Bereich der Offnung des aktiven Zentrums lokalisiert.
Mutagenesestudien an der Trichodiensynthase von Fusarium sporotrichioides lielen
bereits vermuten, dass die Aminosduren dieses Sequenzmotivs an der Bindung von
Magnesiumionen und damit der Pyrophosphatgruppe beteiligt sein miissen [CANE et al.,
1996]. Die rdumliche Struktur der 5-epi-Aristolochensynthase bestétigt diese Annahme.
Eines der drei gebundenen Magnesiumionen wird tatsdchlich durch Asp301 und Asp305
komplexiert [STARKS et al., 1997].

Das 35 Aminosduren stromaufwérts vom ,,DDxxD“-Motiv gelegene und in vielen
Terpensynthasen konservierte ,,RxR“-Motiv ist vermutlich ebenfalls an der Substrat-
bindung und Katalyse beteiligt. STARKS und Mitarbeiter (1997) nehmen an, dass die
Seitenketten der beiden Argininreste iliber ihre positiven Ladungen die vom Substrat
abgespaltene negativ geladene Pyrophosphatgruppe fixieren und somit die nukleophile
Addition dieser Gruppe an die entstehenden Carbokationen verhindern.

Mittlerweile sind die Tertidrstrukturen weiterer Terpensynthasen verdffentlicht worden:
zwei Sesquiterpensynthasen aus verschiedenen Pilzen [CARUTHERS et al, 2000;
RYNKIEWICZ et al., 2001], eine Sesquiterpensynthase aus Streptomyces UC5319
[LESBURG et al, 1997] und eine Monoterpensynthase aus Salvia officinalis
[WHITTINGTON et al.,, 2002]. Letztere hat eine aus zwei strukturellen Domédnen
bestehende Struktur, die der von TEAS sehr dhnlich ist. Die Terpensynthasen aus Pilzen
und Bakterien dagegen sind mit etwa 35-40 kDa kleiner als ihre pflanzlichen Pendants und
bilden im Gegensatz zu ihnen nur eine strukturelle Doméne. Diese weist allerdings eine zur
C-terminalen Doméne pflanzlicher Terpensynthasen dhnliche Faltung auf. Als Name fiir
das auch in anderen Enzymen der Terpenbiosynthese [TARSHIS et al., 1994; PANDIT et
al., 2000] gefundene charakteristische Faltungsmuster wurde der Begriff ,.terpene synthase
fold“ eingefiihrt [LESBURG et al, 1997]. Aminosduresequenzvergleiche und die
Modellierung dreidimensionaler Strukturen auf Basis der schon bekannten Kristall-
strukturen lassen den Schluss zu, dass zumindest alle Terpensynthasen der Gruppen 7psa,
Tpsb und Tpsd eine mit der 5-epi-Aristolochensynthase bzw. mit der Bornyldiphosphat-
synthase aus Salvia verwandte Struktur aufweisen.

Die N-terminale Domine der Terpensynthasen hat strukturelle Ahnlichkeit zu zwei
Glycosylhydrolasen. Thre Funktion innerhalb des Proteins ist bisher nicht bekannt
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[STARKS et al, 1997]. Da sich der N-Terminus der beiden bekannten Strukturen
pflanzlicher Terpensynthasen direkt iiber dem Eingang des aktiven Zentrums befindet,
wird vermutet, dass er, wie auch die A-C- und J-K-Schleife, nach der Substratbindung das
aktive Zentrum gegen das umgebende wissrige Milieu hin abschirmt [WHITTINGTON et
al., 2002]. Die Konstruktion von verschiedenen Chimérenproteinen, die aus der N-
terminalen Doméne und der C-terminalen Domédne zweier unterschiedlicher Terpen-
synthasen bestehen, zeigt, dass unter Umsténden die N-terminale Doméne gegen die eines
anderen Enzyms ausgetauscht werden kann, ohne das es dabei zum Aktivitétsverlust oder
zur Verdnderung der Produktspezifitit kommt [BACK & CHAPPELL, 1996; EL TAMER
et al., 2003; PETERS & CROTEAUJ]. So besitzt die aus der N-terminalen TEAS-Doméne
und der C-terminalen Doméne der Vetispiradiensynthase aus Hyoscyamus muticus (HVS)
gebildete Chimire (N-TEAS-HVS-C) eine zum HVS-Wildtyp identische Aktivitit. Das
Konstrukt N-HVS-TEAS-C ist dagegen praktisch inaktiv [BACK & CHAPPELL, 1996].
Aus den Kristallstrukturen, den Ergebnissen der ,,domain swapping“-Experimente und
Deletionsstudien ist ersichtlich, dass sich die am Aufbau des aktiven Zentrums beteiligten
Aminoséduren in verschiedenen Abschnitten der C-terminalen Doméine und zumindest im
Falle des ,,RR“-Motivs der Monoterpensynthasen auch im N-terminalen Bereich der
Proteine befinden. Einige dieser Reste sind, wie z.B. das ,,.DDxxD“-Motiv, hoch
konserviert, andere wiederum sehr variabel. Durch in-vitro-Mutagenesestudien konnten in
den letzten Jahren Einblicke in die spezifische Funktion einzelner Aminoséuren des
aktiven Zentrums erhalten werden. Dies soll im Folgenden an zwei Beispielen illustriert
werden.

Die von der 5-epi-Aristolochensynthase katalysierte Reaktion vom Farnesylpyrophosphat
zum 5S-epi-Aristolochen (Abb. 1.5) verlduft liber das enzymgebundene Intermediat
Germacren A [Cane, 1990]. Die Aktivierung dieses Zwischenprodukts durch Protonierung
an C6 (MARKOWNIKOW-Orientierung) und die anschlieBende 2,7-Zyklisierung fiihren
zum Eudesmankation. Eine 2,3-Hydridverschiebung, die Umlagerung der Methylgruppe
von C7 zu C2 sowie eine Deprotonierung an C8 resultieren schlielich im Endprodukt 5-
epi-Aristolochen. Ausgehend von der TEAS-Kristallstruktur wurde angenommen, dass die
Protonierung von Germacren A iiber eine sogenannte katalytische Triade erfolgen konnte
[STARKS et al., 1997]. Mittelpunkt dieser Triade ist die Hydroxylgruppe von Tyrosin 520.
In rdumlicher Nachbarschaft befinden sich zwei Asparaginsiurereste (D444 und D525).
Die Carboxylgruppe der Asparaginsdure 444 fungiert als Protonenakzeptor, d.h. sie
tibernimmt das Proton der OH-Gruppe von Tyrosin 520. Die Asparaginsdure 525 gibt nun
ein Proton an den phenolischen Sauerstoff von Tyrosin 520 ab und dieses wird von hier auf
das Kohlenstoffatom C6 des Germacren A {bertragen. Die Annahme, dass die
Hydroxylgruppe von Tyrosin 520 mafgeblich an der Protonierung von Germacren A
beteiligt ist, konnte durch die Konstruktion und Analyse der Mutante TEAS (Y520F)
bekriftigt werden [RISING et al, 2000]. Phenylalanin ist bis auf das Fehlen der
Hydroxylgruppe identisch zu Tyrosin und ein Austausch sollte dazu fithren, dass
Germacren A durch das Enzym nicht mehr protoniert werden kann und daher als
Endprodukt freigesetzt wird. Dieser Effekt wurde tatsdchlich beobachtet. Die Mutante
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besitzt zwar nur noch ca. 3% der katalytischen Aktivitit von TEAS, bildet aber als

Hauptprodukt Germacren A.

Farnesyl- Nerolidyl- Germacren A Eudesman- 5-epi-Aristolochen
pyrophosphat kation kation

Abb. 1.5 Mechanismus der Bildung von S5-epi-Aristolochen aus Farnesylpyrophosphat iiber das
enzymgebundene Intermediat Germacren A.

Die von LITTLE & CROTEAU (2002) durchgefiihrten Mutagenesestudien an den zwei
Terpensynthasen a-Humulensynthase (aHS) und &-Selinensynthase (3SS) aus Abies
grandis sind ein weiteres Beispiel fiir die funktionelle Charakterisierung einzelner
Aminoséureseitenketten in Mitgliedern dieser Enzymklasse. Beide Proteine bilden jeweils
mehr als 30 unterschiedliche Sesquiterpene und haben als ungewdhnliches Merkmal ein
zweites ,,DDxxD“-Motiv. Strukturmodelle zeigen, dass sich dieses zweite Motiv, wie auch
das in allen Terpensynthasen konservierte erste ,,DDxxD“-Motiv, im Eingangsbereich zum
aktiven Zentrum befindet. Da in beiden Sequenzmotiven der Abstand und die Anordnung
der drei Seitenketten zueinander sehr dhnlich sind, wird spekuliert, dass hier eine zweite
Diphosphatbindestelle  vorliegt. Diese konnte eine alternative Bindungs- und
Startkonformation flir das Substrat vorgeben und damit zur beobachteten Produktvielfalt
filhren. Der Austausch des jeweils ersten Asparagins zu Alanin in beiden ,,.DDxxD*-
Motiven resultierte sowohl im Fall der aHS (D343A, D488A) als auch der 6SS (D331A,
D475A) in einer Verringerung der kq-Werte. Die Produktdiversitit beider Mutanten war
im Gegensatz zum Wildtyp generell kleiner und es wurden vermehrt einfacher aufgebaute
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe wie z.B. B-Farnesen oder B-Bisabolen gebildet. Dies ist
ein Hinweis dafiir, dass beide ,,DDxxD“-Motive an der Substratbindung beteiligt sind.
Eine Interpretation der Ergebnisse wird jedoch durch den Fakt erschwert, dass die jeweils
erste Asparaginsdure des zweiten ,.DDxxD“-Motivs der oHS und 0SS dem
Asparaginsdurerest 444 in TEAS entspricht. Da die beiden Enzyme 8SS und aHS Terpene
bilden, deren Biosynthese tiber verschiedene Germacrene als Zwischenprodukte verlauft,
ist es wahrscheinlich, dass diese Aminosduren (aHS: D488, 6SS: D475) in Analogie zu
TEAS Bestandteil der oben beschriebenen katalytischen Triade sind, und damit zusétzlich
zur Substratbindung auch an der Protonierung der Germacrenintermediate beteiligt seien
konnten. Die neben der Asparaginsdure 444 in den Autbau der katalytischen Triade von
TEAS involvierten Aminosduren Tyrosin 520 und Asparaginsdure 525 sind in aHS und
0SS konserviert (aHS: Y566 und D570, 6SS: Y552 und D556). Der Austausch dieser
Aminosduren zu Phenylalanin und Asparagin fiihrte, mit Ausnahme von 3SS (D556N), bei
allen Mutanten zur Verringerung der Bildung von Terpenen, die {iber
Germacrenintermediate entstehen. Weiterhin traten in allen Fillen grofere Verdnderungen
im Produktprofil auf. LITTLE & CROTEAU (2002) diskutieren, dass die Aminoséuren der
katalytischen Triade zwar die Protonierung der Intermediate bewirken, aber auch noch
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andere Schritte des Reaktionsmechanismus beeinflussen. Die beobachteten Ergebnisse sind
daher vermutlich das Resultat mehrerer, sich tiberlagernder Effekte.

1.3.4 Gen-Expression und Regulation

Die im Sekundédrmetabolismus von Pflanzen gebildeten Terpene fungieren z.B. als direkte
Abwehrstoffe gegen Schidlinge, aber auch als Signalstoffe in vielfdltigen Interaktionen
zwischen Pflanzen und anderen Organismen [LANGENHEIM, 1994]. Thre Synthese muss
daher unter Beriicksichtigung dullerer biotischer und abiotischer Faktoren prézise reguliert
werden. Da Terpensynthasen als Schliisselenzyme die Biosynthese von Terpenen aus IPP
malgeblich modulieren konnen, geben die Mechanismen ihrer Regulation wichtige
Hinweise fiir das Verstdndnis der funktionellen Rolle der Terpene.

Messungen der mRNA-Akkumulation durch Northern Blot-Untersuchungen, RT-PCR-
Analysen oder in situ-RNA-Hybridisierungsexperimente zeigen, dass die Transkription
von Terpensynthasegenen meist spezifisch in einzelnen Pflanzenteilen [YUBA et al., 1996;
SHAH & CHA, 2000] oder Geweben [DUDAREVA et al., 1996; BOUWMEESTER et al.,
2002; DUDAREVA et al., 2003] erfolgt. So wird beispielsweise mindestens eine Kopie
der drei in Nicotiana attenuata identifizierten Gene der 5-epi-Aristolochensynthase
ausschlieBlich in der Wurzel transkribiert [ BOHLMANN et al., 2002].

Verschiedene Minze-Arten (Lamiaceae) wie z.B. Mentha x piperita oder Mentha spicata
bilden Terpene in speziellen Driisenhaaren [FAHN, 1979]. Biochemische Untersuchungen
an isolierten glanduldren Trichomen ergaben, dass die Terpenbiosynthese nur in einzelnen
Zellen dieser Haare, den sogenannten sekretorischen Zellen, stattfindet [GERSHENZON et
al., 1992; McCASKILL et al., 1992]. TURNER und Mitarbeiter (1999) konnten mit Hilfe
von Immuno-Gold-Markierungen und Importstudien zeigen, dass eine Limonensynthase
von Mentha x piperita als prozessiertes Protein in den Leucoplasten dieser sekretorischen
Zellen lokalisiert ist.

Das Entwicklungsstadium der Pflanze beeinflusst ebenfalls die Expression von
Terpensynthasen [DUDAREVA et al., 1996; TAN et al., 2000; CAI et al., 2002]. In Mais
(Zea mays) akkumuliert z.B. die mRNA des Terpensynthasegens stc/ zwar in den Bléttern
junger Pflanzen, nicht jedoch in adulten Pflanzen [SHEN et al., 2000].

Einige der bekannten Sesquiterpensynthasegene werden offenbar konstitutiv transkribiert
[BENNETT et al., 2002; BOUWMEESTER et al., 2002]. In viclen Fillen ist die
Transkription jedoch durch duBlere Faktoren beeinflusst. So kommt es bei verschiedenen
Cadinensynthasegenen der Baumwolle (Gossypium arboreum) durch direkte Injektion
eines aus Verticilium dahliae partiell gereinigten Elicitors in die Pflanze oder durch die
Zugabe des Elicitors zu Zellkulturen zur mRNA-Akkumulation [CHEN et al., 1995;
CHEN et al., 1996; TAN et al., 2000]. In Lactuca sativa wird die Transkription zweier
Germacren A-Synthasen durch Pilzinfektion mit Bremia lactucae induziert [BENNETT et
al., 2002]. GUS-Fusionen eines 1,2 kb grofen Promotorfragmentes der 5-epi-
Aristolochensynthase aus Tabak ergaben, dass diese DNA-Sequenz ausreicht, die elicitor-
oder pathogeninduzierbare Transkription des Gens zu vermitteln [YIN et al., 1997]. Neben
mikrobiellen Pathogenen bzw. deren Elicitoren konnen aber auch Insekten die
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Terpenbiosynthese stimulieren. SCHNEE und Mitarbeiter (2002) zeigten, dass durch
RaupenfraB3 in jungen Maispflanzen die Transkription der Sesquiterpensynthase TPSI
induziert werden kann.

In vielen Fillen ist eine Verwundung der Pflanze schon ausreichend fiir die Aktivierung
der Terpenbiosynthese. In Abies grandis werden z.B. verschiedene Mono- und eine
Sesquiterpensynthase nach Verwundung des Stammes induziert [BOHLMANN et al.,
1997, BOHLMANN et al., 1998B]. Interessanterweise erfolgt hierbei die Transkript-
akkumulation aber nicht gleichzeitig. Bereits zwei Stunden nach der Verwundung sind
erhohte Transkriptmengen der Monoterpensynthasegene nachweisbar [STEELE et al.,
1998B]. Dieser Zeitrahmen ist in etwa vergleichbar mit der elicitor- oder herbivor-
abhingigen Induktion von Terpensynthasen in anderen Pflanzen [CHEN et al., 1995;
SHEN et al., 2000]. Die maximale Transkriptmenge der Monoterpensynthasegene in A.
grandis wird nach etwa 2-4 Tagen erreicht. Im Gegensatz dazu verlauft die Akkumulation
des Sesquiterpensynthasegens bedeutend langsamer und erreicht erst nach 12 Tagen ein
Maximum [STEELE et al., 1998B]. Da die Verwundung von Abies héufig durch Insekten
wie dem Borkenkéfer hervorgerufen wird, spekuliert man, dass die fiir die Kéfer toxischen
Monoterpene eine frithe, direkte Verteidigungsphase des Baumes darstellen. Das Produkt
der spidter gebildeten (E)-a-Bisabolensynthase konnte als Juvenilhormonanaloga die
Reproduktion des Borkenkifers beeinflussen [BOHLMANN et al., 1998A].

In verschiedenen Studien wurde in den letzten Jahren die Periodizitit der Emission
volatiler Stoffe in vielen Pflanzen untersucht [HELSPER et al., 1998; VERDONK et al.,
2003]. So folgt z.B. die Terpenabgabe von Baumwollpflanzen, die durch Raupenfral3
induziert sind, einem diurnalen Rhythmus, d.h. das Emissionsmaximum wird am frithen
Nachmittag erreicht [LOUGHRIN et al., 1994]. In kiirzlich verdffentlichten Arbeiten ist
erstmalig auch die Periodizitdt der Transkriptakkumulation von Terpensynthasegenen an
zwei unterschiedlichen Beispielen beschrieben worden [LU et al., 2002; DUDAREVA et
al., 2003]. DUDAREVA und Mitarbeiter (2003) fanden, dass sowohl die Emission der
Terpene (E)-B-Ocimen und Myrcen als auch die Transkriptmenge der fiir die Bildung
dieser Terpene verantwortlichen Monoterpensynthasen zirkadian reguliert sind.

Die meisten Untersuchungen zur Regulation der Terpensynthasen erfolgten durch Messung
der Transkriptakkumulation. Daher ist nicht auszuschlieBen, dass es weitere bisher
unbekannte Regulationsmechanismen z.B. auf der Ebene der Translation oder der
posttranslationalen Modifikation gibt. ProteingroBenbestimmungen von nativen, aus der
Pflanze isolierten Terpensynthasen ergaben allerdings immer ein iibereinstimmendes
Ergebnis mit der theoretisch aus der Gensequenz berechneten Proteingro3e [PICHERSKY
et al., 1995; CHEN et al., 1995; YIN et al., 1997, PHILLIPS, et al., 1999]. Damit sind
posttranslationale Modifikationen wie z.B. Glycosylierungen oder proteolytische
Spaltungen, mit Ausnahme der N-terminalen Signalpeptide, eher unwahrscheinlich. In
einigen Studien konnte weiterhin gezeigt werden, dass die mRNA-Akkumulation zu einer
entsprechenden Proteinakkumulation [YIN et al., 1997] bzw. zur Enzymaktivitit [Martin
et al., 2003; DUDAREVA et al., 2003] fiihrt. Man kann deshalb spekulieren, dass in den
meisten Féllen Terpensynthasen auf der Ebene der Transkription reguliert werden.
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1.4 Biologische Wirksamkeit von Maisterpenen

Schon ldnger ist bekannt, dass komplexe, Terpene enthaltende pflanzliche Duftgemische
als Signale in tritrophischen Interaktionen zwischen Pflanzen, Herbivoren und Carnivoren
eine Rolle spielen [Turlings et al., 1990; Dicke, 1994; McCal et al., 1994; Takabayashi et
al., 1995; Rose et al., 1996]. In Maissdmlingen wird durch Herbivorenbefall die Synthese
eines komplexen Duftgemisches induziert. Durch diese Duftstoffe konnen parasitische
Schlupfwespen angelockt werden, welche die Herbivoren als Wirt zur Eiablage nutzen
[TURLINGS et al., 1990]. Die Hauptkomponenten im Duftprofil induzierter Maissdmlinge
sind zum einen verschiedene Mono-, Sesqui- und Homoterpene und zum anderen Indol
sowie die sogenannten ,,green leaf volatiles (£)-3-Hexenal, (E)-2-Hexenal, (£)-3-Hexenol
und (£)-3-Hexenylacetat. Wéhrend letztere als Produkte des Lipoxygenase-Weges sofort
nach dem Raupenbefall gebildet und freigesetzt werden, beginnt die Emission der Terpene
zeitverzogert und erreicht nach ca. 3-8 Stunden ihr Maximum [TURLINGS et al., 1998B].

Linalool (3E)-4,8-Dimethyl- (E)-B-Farnesen  (£)-a-Bergamoten (£)-Nerolidol (3F,7E)-4,8,12-Trimethyl-
1,3,7-nonatrien 1,3,7,11-tridecatetraen

Abb. 1.6 Einige Terpene des durch Raupenfral (Spodoptera exigua) induzierten Duftgemisches von
Sédmlingen der Maissorte ,,Joana sweet corn“ [Turlings et al., 1990].

In Blittern und Lieschblittern adulter Maispflanzen werden ebenfalls verschiedene
Terpene und ,,green leaf volatiles™ gebildet [BUTTERY & LING, 1984; UDAYAGIRI &
JONES, 1992A]. UDAYAGIRI & JONES (1992B) konnten in Olfactometerexperimenten
zeigen, dass diese Substanzgemische einen Parasitoiden (Macrocentrus grandii) des
Maisziinslers (Ostrinia nubilalis) anlocken kdnnen. Im Gegensatz zu Maissdmlingen ist
allerdings der Einfluss von Herbivorie auf die Duftemission adulter Pflanzen bisher nicht
nachgewiesen worden.

Interessanterweise unterscheiden sich die Duftprofile von Pflanzen verschiedener
Maiskultivare sowohl in qualitativer als auch quantitativer Hinsicht [UDAYAGIRI &
JONES, 1992A; TURLINGS et al., 1998B; GOUINGUENE et al., 2001; HOBALLAH et
al., 2002]. Wihrend beispielsweise im, durch Raupenfrall induziertem Duftspektrum von
»loana sweet corn“ kein (E)-B-Caryophyllen vorhanden ist [TURLINGS et al., 1990], ist
dieses Terpen eine der Hauptkomponenten im Duftspektrum der Kultivare ,,Marquis®
[GOUINGUENE et al, 2001] und ,LGI11¢ [TURLINGS et al, 1998A]. Die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen dieser Unterschiede sind bisher nicht
bekannt. Unklar ist weiterhin auch, ob und in welchem Male die Interaktionen in den
tritrophischen Systemen durch die Variabilitit der Terpeninhaltsstoffe der einzelnen
Kultivare beeinflusst werden.
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1.5 Ziel dieser Arbeit

Bisherige Arbeiten zeigen, dass Maispflanzen unter dem Einfluss verschiedener biotischer
und abiotischer Faktoren komplexe Terpengemische bilden konnen. Die qualitative und
quantitative Zusammensetzung dieser Gemische, die hauptsichlich von Sesquiterpenen
dominiert werden, ist hierbei vom Entwicklungsstand der Pflanze und vom jeweiligen
Maiskultivar abhédngig. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten nun erstmalig
molekulare und genetische Mechanismen untersucht werden, die die Variabilitit der
Sesquiterpenbiosynthese bestimmen.

Die Maisinzuchtlinie B73 ist in den letzten Jahren als Modelllinie flir genetische und
molekularbiologische Experimente etabliert worden. So basieren z.B. viele Mais-EST-
Datenbanken auf B73-Material [GAI et al., 2000]. Aufgrund dieser Ressourcen war es
naheliegend, die Inzuchtlinie B73 fiir die vorliegenden Untersuchungen auszuwéhlen. Da
zu Beginn der Arbeit noch keine Erkenntnisse iiber die Terpeninhaltsstoffe von B73
vorlagen, war es ndtig, eine detaillierte Analyse der Sesquiterpengemische in diesem
Kultivar vorzunehmen. Weiterhin sollten die an der Biosynthese der Terpengemische
beteiligten Terpensynthasen identifiziert, und nach heterologer Expression in E. coli
funktionell charakterisiert werden. Um zu testen, ob die Variabilitit der Terpengemische
verschiedener Kultivare auf funktionell unterschiedlichen Allelen beruhen konnte, war
geplant, Terpensynthasegene aus der Maishybridlinie Delprim zu isolieren und mit den
entsprechenden Allelen aus B73 zu vergleichen. Durch Strukturmodellierung und in vitro-
Mutagenese sollten schlieflich Einblicke in die katalytischen Mechanismen der
Terpensynthasen erhalten werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial
2.1.1 Zea mays L.

Die Pflanzen der Kultivare B73 und Delprim (s. Tabelle 2.1) wurden in Klimakammern
der Firma York International (York, USA) unter folgenden Bedingungen aufgezogen:
Lichtstirke: 1 mmol/m?s, Luftfeuchte: 65%, Temperatur am Tag (16 h Licht): 22°C,
Temperatur nachts: 18°C. Als Kulturmedium wurde mit Osmocote-Diinger (Scotts,
Nordhorn, 1 g/1 1 Substrat) versetztes Tonsubstrat (Klasmann GmbH, Gross-Hesepe)
verwendet. Die Pflanzen wurden in 40x60x6 cm gro3en Schalen ausgesit und als 10 Tage
alte Samlinge in Topfe (10x10x15 cm) umgesetzt. Um ausgewachsene Pflanzen zu
erhalten, wurden die Sdmlinge einzeln in grofle Topfe (& 35 cm) umgepflanzt und im
Gewichshaus aufgezogen (Tag: 6-22 Uhr, 25°C, 65% Luftfeuchte; Nacht: 22-6 Uhr, 22°C,
70% Luftfeuchte).

Die Induktion der Terpenbiosynthese erfolgte durch RaupenfraB. Dazu wurden am
mittleren Teil der Pflanze jeweils drei Raupen (Spodoptera littoralis, drittes
Larvenstadium) in einem aus zwei Petrischalenhilften bestehenden Kifig [ROSE et al.,
1996] fiir mindestens 12 h platziert. Fiir alle Experimente wurden zwolf bis fiinfzehn Tage
alte Maispflanzen (20-30 cm hoch, 4-5 ausgebildete Blitter) verwendet.

Tab. 2.1 Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten Maiskultivare

Name Beschreibung Herkunft
Delprim Hybrid-Linie (DSP1387C[Dent] x DSP1743A[Flint]) | DSP AG (Delley, Schweiz)
B73 Inzucht-Linie [Reid Yellow Dent] KWS (Einbeck)

2.1.2 Arabidopsis thaliana L.
2.1.2.1 Pflanzenanzucht

Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte in Klimakammern der Firma York International
(York, USA) unter folgenden Bedingungen: Lichtstirke: 150 pmol/m*/s, Luftfeuchte:
45%, Temperatur: 21°C. Die Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen (10 h Tag, 14 h
Nacht) angezogen, zur Induktion der Bliitenbildung fiir 3 bis 4 Tage in Langtagkammern
umgesetzt (16 h Tag, 8 h Nacht) und anschlieBend unter Kurztagbedingungen
weiterkultiviert. Die transformierten Pflanzen wurden zur schnelleren Bliitenbildung
komplett unter Langtagbedingungen angezogen.

Das Kultursubstrat bestand aus einem Nullerde-Vermiculit-Sand-Gemisch (Klasmann
GmbH, Gross-Hesepe) im Verhdltnis 8:1:1 und den beiden Diingern Osmocote und
Triabon (je 1 g/1 I Gemisch, Scotts, Nordhorn).

Fiir alle Arbeiten wurde der Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia (Col-0) verwendet.
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2.1.2.2 Stabile Transformation durch Agrobacterium tumefaciens

Die stabile Transformation von Arabidopsis erfolgte nach der ,.floral dip“-Methode
[CLOUGH et al., 1998]. 500 ml LB-Medium wurden mit 25 ml einer Vorkultur des
entsprechenden Agrobakterienstammes (s. Tabelle 2.2) angeimpft, fiir 24 h bei 28°C mit
220 rpm inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (I min, 5000g, RT). Nach der
Resuspension des Zellpellets in 400 ml Infiltrationsmedium (5% Saccharose [g/v], 0,5x
Murashige-Skoog-Medium (Duchefa Biochemie, Amsterdam, Niederlande), 0,044 pM
BAP, 0,02% Silwet L-77 [v/v]) und dem Einstellen der ODggo auf 0,90-0,95 wurden die
Bliitenstinde der zu transformierenden Arabidopsis-Pflanzen fiir je eine Minute in die
Bakteriensuspension eingetaucht. Zur Regeneration wurden die Pflanzen iiber Nacht
horizontal gelagert und am folgenden Tag in Leitungswasser gespiilt. Die nach etwa drei
Wochen geernteten Samen wurden zum Trocknen fiir zwei bis drei Wochen bei
Raumtemperatur mit Silicagel in verschlossenen Plastikrohrchen gelagert.

Zum Sterilisieren wurden die Samen fiir zwei Minuten in Ethanol (50% Ethanol [v/v],
0,01% Triton [v/v]) gespiilt, danach fiir zwei Minuten in Natriumhypochloridlésung (15%
NaOCl [g/v], 0,01% Triton [g/v]) inkubiert und anschlieBend drei mal mit sterilem Wasser
gewaschen. Die in 0,1% Top-Agar [g/v] (Pflanzenagar, Duchefa Biochemie, Amsterdam,
Niederlande) aufgenommenen sterilisierten Samen wurden fiir einen Tag bei 4°C inkubiert
und auf Pflanzenagar (0,8% Pflanzenagar [g/v], 0,44% Murashige-Skoog-Medium [g/v],
1%  Saccharose [g/v], 100 pg/ml Kanamycin, 125 pg/ml  Timentin
(Ticarcillin/Clavulansdure (30:1)) (Duchefa Biochemie, pH 6.0 (Kaliumhydroxid))
ausplattiert. Das Keimen erfolgte unter Kurztagbedingungen (s. 2.1.2.1). Nach etwa zwei
Wochen wurden die Sdmlinge pikiert und unter Langtagbedingungen (s. 2.1.2.1) kultiviert.
Zwei bis drei Wochen alte Pflanzen wurden mittels der ,,closed loop collection“-Methode
(s. 2.8.1.3) phédnotypisch charakterisiert.

2.2 Spodoptera littoralis (Boisd.) [Lepidoptera: Noctuidae]

Eier von §. littoralis wurden von Aventis (Frankfurt) oder Syngenta (Basel, Schweiz)
bezogen. Die Aufzucht der geschliipften Raupen erfolgte fiir 10 bis 15 Tage bei 22°C und
einer Lichtstirke von 750 pmol/m”/s auf Weizenkeimextrakt (Heliothis Mix, Stonefly
Industries, Bryan, USA) in gut beliifteten Plastikschalen.
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2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Bakterienstimme

Tab.2.2 Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme

Madison, USA)

T7-RNA-Polymerasegen

Bezeichnung/ Genotyp Verwendung
Herkunft
E. coli BL21(DE3) | F ompT gal [dcm] [lon] hsdSp (rgmg’; | Proteiniiberexpression (fiir Vektoren mit
(Novagen, E. coli B strain) DE3 (A Prophage mit | T7-Promotor)

E. coli X1L1 blue
(Stratagene, La

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 reldl lac [F'proAB

Site Directed Mutagenesis

Carlsbad, USA)

araD139 A (ara-leu)7697 galU galK
rpsL (Str™) endA1 nupG

Jolla, USA) lacl’ZDM15 Tnl0 (Tet)]
E. coli TOP10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Klonierungsarbeiten,
(Invitrogen, D80/acZAM15 AlacX74 deoR recAl Proteiniiberexpression (fiir Vektoren mit

tet-Promotor

A. tumefaciens

Stamm: GV3101, Helferplasmid

Transformation von Arabidopsis thaliana

2.3.2 Antibiotika

Tab. 2.3 Konzentrationen der verwendeten Antibiotika

Stammlosung EndKkonzentration
(mg/ml in a.dest.) (ng/ml Medium)
Ampicillin 100 100
Kanamycin 50 50
Gentamycin 50 50
Spectinomycin 100 100

2.3.3 Medien

LB-Medium:
LB-Agar:

25 g LB (Luria-Bertani)-Medium (Invitrogen, Carlsbad, USA) / 1 1 a.dest.
32 g LB-Agar (GibcoBrl, Karlsruhe) / 1 1 a.dest.

SOC-Medium: 2% (g/v) Trypton (Sigma-Aldrich, St. Louise, USA), 0,5% (g/v) Hefeextrakt (Sigma-
Aldrich), 0,5% (g/v) Glucose, 10 mM Natriumchlorid,
2,55 mM Kaliumchlorid, 21,6 mM Magnesiumchlorid, 20 mM Magnesiumsulfat

TB-Medium:

KH,PO,, 12,5 g K,HPO,4/ 1 1 a.dest.

12 g Trypton (Sigma-Aldrich), 24 g Hefeextrakt (Sigma-Aldrich), 4 ml Glycerin, 2,31 g

2.3.4 Kultivierung von Bakterien und Stammhaltung

Die Kultivierung von Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens erfolgte, wenn

nicht anders erwéhnt, unter folgenden Standardbedingungen:

Submerskultur: LB-Fliissigmedium, im Schiittelinkubator bei 220 rpm

Emerskultur:  LB-Agar, im Brutschrank {iber Nacht (ca. 16 h)

E. coli wurde in der Regel bei 37°C, A. tumefaciens bei 28°C kultiviert. Zur Stammhaltung
wurden 900 pl Submerskultur mit 100 pl sterilem Glycerol versetzt und bei -80°C einge-

froren.
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2.3.5 Transformation von Escherichia coli
2.3.5.1 Elektrotransformation

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde eine Ubernachtkultur 1:100 in 100 ml
LB-Medium iiberimpft und bis zu einer ODgg zwischen 0,5 bis 0,8 angezogen. Die Zellen
wurden fiir 20 Minuten auf Eis gestellt, anschlieend in einen vorgekiihlten Rotor mit
5000g bei 4°C abzentrifugiert und in einen Volumen (100 ml) eiskalten, sterilen a.dest.
resuspendiert. Nach zwei weiteren Waschschritten (1x mit %2 Volumen (50 ml) a.dest., 1x
mit 1/50 Volumen (2 ml) 10% Glycerol [v/v]) wurden die Zellen in 0,2 ml 10% Glycerol
[v/v] aufgenommen, aliquotiert, bei -80°C eingefroren und gelagert.

1-10 pl salzfreie, d.h. in adest. geloste DNA und 40 pl auf Eis aufgetaute
elektrokompetente Zellen wurden zusammen in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette
(Eurogentech, Seraing, Belgien) gegeben, gemischt und einem elektrischen Puls von
2,5kV ausgesetzt (Bio-Rad Gene Pulser (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)
Kapazitit: 25 pF, Widerstand: 200 Q, Spannung: 2,5 kV). Die transformierten Zellen
wurden in 1 ml SOC-Medium aufgenommen, eine Stunde bei 37°C kultiviert und
anschliefend auf LB-Agarplatten mit geeignetem Selektionsdruck ausgestrichen.

2.3.5.2 Transformation nach der CaCl,-Methode

Eine Ubernachtkultur wurde 1:50 in 5 ml LB-Medium iiberimpft, bis zu einer ODggp
zwischen 0,5 bis 0,8 angezogen, auf Eis abgekiihlt und bei 4°C mit 5000g zentrifugiert.
Nach dem Resuspendieren des Zellpellets in 1 ml Kalziumchlorid-Tris-Losung (100 mM
Kalziumchlorid, 10 mM Tris-HCI pH 7.5) und 10 min Inkubation auf Eis wurde erneut
zentrifugiert. Die in 100 pl Kalziumchlorid-Tris-Losung aufgenommenen Zellen wurden
mindestens 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der DNA (ca.
50-500 ng). Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir 45 Sekunden auf 42°C
erwarmt, in 250 pl SOC-Medium aufgenommen, eine Stunde bei 37°C kultiviert und auf
LB-Agarplatten mit entsprechendem Selektionsmedium ausgestrichen.

Kommerziell erhéltliche chemisch kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und nach
Zugabe der DNA wie oben beschrieben transformiert.

2.3.6 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die Transformation von A. tumefaciens erfolgte nach HOFGEN et al. (1988). Zur
Herstellung kompetenter Zellen wurde eine 2 ml-Ubernachtkultur des entsprechenden
Agrobakterienstammes 1:25 in 50 ml LB-Medium iiberimpft, fiir etwa fiinf Stunden bis zu
einer ODgoo von 0,6 bis 1,0 unter Standardbedingungen kultiviert und anschlieBend
zentrifugiert (4000g, 4°C, 5 min). Die Zellen wurden in 10 ml eiskalter Kalziumchlorid-
Losung (20 mM) resuspendiert und in 100 pl Aliquots in fliissigen Stickstoff eingefroren
und bei -80°C gelagert.

Zur Transformation wurden 100 pl auf Eis aufgetaute chemisch kompetente Zellen mit
1 ng DNA versetzt und zwei mal in fliissigen Stickstoff eingefroren und im Wasserbad bei
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37°C wieder aufgetaut. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde 1 ml LB-Medium
zugegeben, die Kultur fiir zwei Stunden bei 28°C kultiviert und anschlieBend zentrifugiert
(1 min, 7000g, RT). Die Zellen wurden in 100 pul LB-Medium resuspendiert, auf LB-
Agarplatten mit geeignetem Selektionsmedium ausgestrichen und fiir ein bis zwei Tage bei
28°C im Brutschrank inkubiert.

2.4 Isolierung von Nukleinsauren
2.4.1 Isolierung genomischer DNA aus Mais

Zur Isolierung genomischer DNA aus Mais wurde das entsprechende Gewebe (Blatt,
Wurzeln) in fliissigen Stickstoff fein zermérsert und mit dem ,,DNeasy” Plant Maxi Kit*
der Firma Qiagen (Hilden) geméf dem Herstellerprotokoll aufgearbeitet.

2.4.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Mais

0,5 g von in fliissigem Stickstoff zermdrserten Pflanzenmaterial wurden in 5 ml
TRIZOL"Reagenz (Phenol-Guanidin-Wasser-Emulgatorgemisch, Invitrogen (Carlsbad,
USA)) aufgenommen, fiir zwei Minuten mit dem Polytron PT3100 (Kinematica AG,
Luzern, Schweiz) homogenisiert (2700 rpm) und fiinf Minuten auf Eis inkubiert.
Anschliefend wurde die Losung in 1 ml Aliquots in 1,5 ml-Reaktionsgefdle tiberfiihrt, je
200 pl Chloroform zugegeben, 15 Sekunden geschiittelt, zwei Minuten auf Eis inkubiert
und zur Phasentrennung zentrifugiert (15 min, 12000g, 4°C). Die obere, wissrige Phase
wurde nochmals mit je 400 ul Chloroform extrahiert und zentrifugiert. Die Féllung der
RNA erfolgte durch Zugabe von je 0,5 ml Isopropanol, 10 min Inkubation bei
Raumtemperatur und anschlieBender Zentrifugation (10 min, 12000g, 4°C). Die RNA-
Pellets wurden mit je 1 ml 80% Ethanol [v/v] gewaschen, bei Raumtemperatur im Abzug
getrocknet, in 10 ul Wasser aufgenommen und vereinigt.

Zur Isolierung von RNA fiir Northern-Blots (s. 2.6.4) wurde das ,,RNeasy Plant Mini Kit*
der Firma Qiagen (Hilden) gemiR dem Herstellerprotokoll verwendet.

2.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach BIRNBOIM et al. (1979). Die
Zellen von 4 ml einer Ubernachtkultur wurden nach der Zentrifugation in 100 pl
Resuspensionspuffer (10 mM Tris-HCI pH 8.1, 10 mM EDTA, 20% Saccharose [g/v],
50 mM Natriumchlorid, 100 pg/ml RNase) resuspendiert und durch Zugabe von 200 pl
Lyselosung (0,2 M Natriumhydroxid, 1% SDS [g/v]) und 5 min Inkubation bei
Raumtemperatur lysiert. Nach Zugabe von 150 pl 3M Natriumacetat (pH 5.2) wurde
intensiv geschiittelt, flinf Minuten auf Eis inkubiert und zehn Minuten mit 11000g
zentrifugiert. Die Fillung der im geklérten Lysat lokalisierten Plasmid-DNA erfolgte durch
Ethanolprizipitation. Dazu wurde das Lysat mit 1/10 Volumen 3M Natriumacetat (pH 5.2)
und 2 Volumen Ethanol (99%) versetzt, geschiittelt, 15 Minuten auf Eis inkubiert und
anschlieBend zentrifugiert (10 min, 11000g, 4°C). Das Nukleinsdurepellet wurde mit
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Ethanol (70% [v/v]) gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet und in 30-50 pl TE-
Puffer (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA) aufgenommen.

Zur Isolierung reinerer Plasmid-DNA fiir z.B. Sequenzierungen wurden Plasmidpri-
parationskits der Firma Macherey & Nagel (Diiren) gemid3 dem Herstellerprotokoll
verwendet.

2.5 DNA-Techniken
2.5.1 Synthese von cDNA

Die c¢DNA-Synthese erfolgte mit dem Enzym ,SuperScript''II RNase H Reverse
Transcriptase* (Invitrogen, Carlsbad, USA) und wurde nach den Angaben des Hersteller-
protokolls durchgefiihrt. Als Matrize fiir die cDNA-Synthese dienten 1-1,5 pg Gesamt-
RNA.

2.5.2 RACE

Zur Verldangerung der 5’-Enden eines EST wurden RACE-PCR (,,rapid amplification of
cDNA ends®) durchgefiihrt. Die Herstellung der als Template bendtigten 5°-RACE-cDNAs
wie auch die RACE-Reaktionen selbst erfolgten mit dem ,,SMART™ RACE c¢DNA
Amplification Kit“ (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA) nach den Angaben des
Herstellerprotokolls.

2.5.3 Oligonukleotide

In der Tabelle 2.4 sind die Sequenzen und der Verwendungszweck aller in dieser Arbeit
aufgefiihrt.
beriicksichtigt. Die Orientierung ist mit ,,fwd* (forward) und ,,rev* (revers) angegeben. Die
Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersbach) synthetisiert.

benutzten  Oligonukleotide Standardoligonukleotide = wurden  nicht

Tab. 2.4 Oligonukleotide

Name Sequenz Verwendung
MI12 ccratcgagaccatggcgtctcmtccageacategttce Klonierung TPS5 (pET11d) fwd
MI13 ttattgcggatcecttaagettcgagectegteattcgggwattgg Klonierung TPSS (pET11d) rev
Ml14 tatggcgtctcmtccageacatcgttec Klonierung TPS4 (pSBET) fwd A
MI15 tggcgtctemtccageacategttee Klonierung TPS4 (pSBET) fwd B
Ml16 gatccttaagcettcgagectegteattcggg Klonierung TPS4 (pSBET) rev A
M17 cttaagcttcgagcectegtcattcggg Klonierung TPS4 (pSBET) rev B
[II5a catggcgtctcctccageacategttee Klonierung TPS4 (pQEG60) fwd A
I115b gegtctectecageacategttee Klonierung TPS4 (pQE60) fwd B
I13a gatctttcgggtattggctccacaaacag Klonierung TPS4 (pQE60) rev A
1113b tttcgggtattggctccacaaacag Klonierung TPS4 (pQE60) rev B
M38 atggtaacctgcattagcgcatggegtetectccageacate Klonierung TPS4/5 (pASK-IBA7) fwd
M39 atggtaggtctcatatcagcttcgattgeccttggctatg Klonierung TPS4/5 (pASK-IBA7) rev
MS89 ccagaattctcttcgacctttcacccaagtetg Klonierung TPS4 (pHISS-3) fwd
M90 atagtttagcggccgctcattcgggtattggctccacaaac Klonierung TPS4 (pHISS-3) rev
M69 agactggatccaatcgagaacatggcg Klonierung TPS4 (pBIN420) fwd
M70 gcttcgagctcegtcattcgggtattgg Klonierung TPS4 (pBIN420) rev
M71 tcgaaggatccatggegtctcctecage Klonierung TPS5 (pBIN420) fwd
M72 gttagagctcattcgggtattggctce Klonierung TPSS (pBIN420) rev

M9 ggygcagttggcggctggtagricaggaag 5’RACE TPS4/5 rev
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M10
% ()
M8
M60
M26
M40
M41
M42
M43
M44
M45
M48
M49
M50
M51
M55
M56
M57
M85
M86
M77
M78
M79
M&80
M67
M73
MS81
M82
M8&3
M84
M74
M75
M9l
M92
MO93
M94
M100
M101
M102
M103
M112
MI113
M108
M109
MI110
MI111
M104
M105
M98
M99
M114
M115
M140
M141
M144
M145
M130
M131
M132
M133
Y7

actgecccacaggcttgggtggaaggtc
ttaacttggtttcgcageggttctac
tccttcatgtaacaatggacagtgga
gccagagaagagctaccgtgtgc
cttgtctatctcgttctegtag
ccagcatatgcagaacatgttagagcattggctgegatgg
ccagcatatgcagaacatgttagagcattggttccgatgg
ccagcatatgcagaacatgttagagcattggttgegatgg
ccagcatatgcagaacatgttagagcaatggctccgatgg
ccagcatatgcagaacatgttagagcaatggctgcgatgg
ccagcatatgcagaacatgttagagcaatggttgcgatgg
gcatatgcagaacatgttagagcaatggttgegatggtcte
gcatatgcagaacatgttagagcaatggctccgatggtcte
gcatatgcagaacatgttagagcaatggttccgatggtcte
gcatatgcagaacatgttagagcattggctccgatggtcte
gcatatgcagaacatgttagagcaatggttacgatggtctc
gcatatgcagaacatgttagagcaatggttaggatggtctc
gcatatgcagaacatgttagagcaatggtaaagatggtctctge
gagctgcecaaaggcttcttcgaccttccac
gtggaaggtcgaagaagectttggeagcete
gttgagctatacagcaaggaaataaaatg
cattttatttccttgctgtatagctcaac
aaatggcgtgatcaggattatgtgg
ccacataatcctgatcacgccattt
cgacaatgagtgaacacctccaggtttcagcag
ctgctgaaacctggaggtgttcactcattgtcg
ggagcatggaacaacaatggatgatg
catcatccattgttgttccatgctcc
gcagcatatctgaggaagcatggag
ctccatgcttcctcagatatgetge
ctctccaacgatgtecgtatcgaccaagegtg
cacgcttggtcgatacgacatcgttggagag
cgcagcatatctgaagaagcatggagagg
cctetecatgettcttcagatatgetgeg
cgcagcatatctgetgaagcatggagagg
cctetecatgettcagecagatatgetgcg
ggatcgtgacgtattgacctcttcggaagce
gcttccgaagaggtcaatacgtcacgatce
ggatcgtgacctattgacctcttcggaage
gcttccgaagaggtcaataggtcacgatcee
cagggatcgtgactggttgacctcttcggaage
gcttccgaagaggtcaaccagtcacgatecctg
cgacaatgagtgaaaagctccaggtttcagcag
ctgctgaaacctggagcttttcactcattgtcg
cgacaatgagtgaacgcctccaggtttcagecag
ctgctgaaacctggaggcegttcacteattgtcg
ctgacaaagatcatcggacttattacaataat
gattattgtaataagtccgatgatctttgtcag
ttatactgacaaagatctttggacttattacaataatcga
tcgattattgtaataagtccaaagatctttgtcagtataa
actgacaaagatctggggacttattacaataatcgatg
catcgattattgtaataagtccccagatctttgtcagt
cgtttagttgagctattctccaaggaaataaa
tttatttccttggagaatagctcaactaaacg
cgtttagttgagctactctccaaggaaataaa
tttatttccttggagagtagctcaactaaacg
ccacggataatatgttcagggatcgtgacgca
tgegtcacgatccctgaacatattatcegtgg
ccacggataatatgctcagggatcgtgacgcea
tgegtcacgatccctgagceatattatcegtgg
atggtacgtctcagcgceatggegcectectectccage

5’RACE TPS4/5 rev
Sequenzierung TPS4/5 fwd
Sequenzierung TPS4/5 rev
Sequenzierung TPS4/5 fwd
Sonde fiir DNA-/RNA-Blot TPS4/5 rev
TPS5 G409A rev

TPS5 A410T rev

TPS5 G409A+A410T rev
TPS5 N4111 rev

TPS5 G409A+N4111 rev
TPS5 G409A+A410T+N4111 rev
TPS5 G409A+A410T+N4111+S407T rev
TPS5 S407T+N4111 rev
TPSS5 S407T+A410T+N4111 rev
TPS5 S407T rev

TPS4 G409V rev

TPS4 G409L rev

TPS4 G409F rev
TPS5-B73 V20A fwd
TPS5-B73 V20A rev
TPS5-B73 T383S fwd
TPS5-B73 T383S rev
TPS5-B73 E391Q fwd
TPS5-B73 E391Q rev
TPS5-B73 K402Q fwd
TPS5-B73 K402Q rev
TPS5-B73 1479T fwd
TPS5-B73 1479T rev
TPS5-B73 W163R fwd
TPS5-B73 W163R rev
TPS5-B73 E455V fwd
TPS5-B73 E455V rev
TPS5-B73 W163K fwd
TPS5-B73 W163K rev
TPS5-B73 W163L fwd
TPS5-B73 W163L rev
TPS4 A533V fwd

TPS4 A533V rev

TPS4 A533L fwd

TPS4 A533L rev

TPS4 A533W fwd

TPS4 A533W rev

TPS4 H400K fwd

TPS4 H400K rev

TPS4 H400R fwd

TPS4 H400R rev

TPS4 T301I fwd

TPS4 T3011 rev

TPS4 T301F fwd

TPS4 T301F rev

TPS4 T301W fwd

TPS4 T301W rev

TPS4 Y382F fwd

TPS4 Y382F rev

TPS4 Y382L fwd

TPS4 Y382L rev

TPS4 Y528F fwd

TPS4 Y528F rev

TPS4 Y528L fwd

TPS4 Y528L rev
Klonierung TPS9 (pASK-IBA7) fwd
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Y8 atggtacgtctcatatcattcaggtattggctccacgaaca Klonierung TPS9 (pASK-IBA7) rev
Y5 cttatgctgatgacacggca Sequenzierung TPS9 fwd

Y6 taccactgaagactgcacca Sequenzierung TPS9 fwd

H12 ctaataaccatggctgccccaacactaactrca Klonierung TPS6 (pET11d, pQE60) fwd
HI13 cgcggatccttcacatgagtacmggcttcacataaag Klonierung TPS6 (pET11d) rev
VI3HIS | ccaggaaagatctcatgagtaccggcttcacataaag Klonierung TPS6 (pQE60) rev

H2 ggcagccatccttttagcagatgtgtgggategg 5’RACE TPS6 rev

HS5 caccagtgtacctccaatgcttatgagt 5’RACE TPS6 rev

H7 tggatgagtggogoatgctatgat Sequenzierung TPS6 fwd

H3 ggaccttattatcaccctgecagegact Sequenzierung TPS6 fwd

05 tatgccagcacctgtgtttcacccca Klonierung TPS7 (pSBET) fwd A
06 tgcecageacctgtgtttcacceca Klonierung TPS7 (pSBET) fwd B
AE7 gatccggataccttatgaaaaaataatacatatggtagacga Klonierung TPS7 (pSBET) rev A
AE8 cggataccttatgaaaaaataatacatatggtagacga Klonierung TPS7 (pSBET) rev B
ViI5a catgccagcacctgtgtttaacccca Klonierung TPS7 (pQE60) fwd A
VII5Sb ccagcacctgtgtttaacccca Klonierung TPS7 (pQE60) fwd B
VII3a gatcttagcggaatatgtcttacgaattggg Klonierung TPS7 (pQE60) rev A
VII3b ttagcggaatatgtcttacgaattggg Klonierung TPS7 (pQE60) rev B
029 atggtacgtctcagcgcatggctactacgggceacaacatc Klonierung TPS7 (pASK-IBA7) fwd
030 atggtacgtctcatatcatagcggaatatgtcttacgaaatgg Klonierung TPS7 (pASK-IBA7) rev
AE19 gcttgtggagaggtotgcegtttcatggatgacat TPS7 S442C fwd

AE20 atgtcatccatgaaacggcacacctctccacaage TPS7 S442C rev

AE21 gcatgacactgctgtacctcgataagagggat TPS7 F521Y fwd

AE22 atccctcttatcgaggtacagcagtgtcatge TPS7 F521Y rev

AE23 cctcgataagaggaacgcgtacacatacage TPS7 D526N fwd

AE24 gctgtatgtgtacgegttcctcttatcgagg TPS7 D526N rev

AE25 gtcacgtttcatgaacgacatgtcagegttc TPS7 D442N fwd

AE26 gaacgctgacatgtcgttcatgaaacgtgac TPS7 D442N rev

O1l6 ggtcattggttataccatcgataaagctccegtet 5’RACE TPS7 rev

AE4 gatacttttcatgtgactccaactcatcc Sequenzierung TPS7 rev

AE7 gatccggataccttatgaaaaaataatacatatggtagacga Sequenzierung TPS7 fwd

2.5.4 Amplifikation von DNA-Fragmenten durch PCR

Die Vervielfiltigung von spezifischen DNA-Fragmenten aus gDNA, cDNA oder Plasmid-
DNA erfolgte durch Polymerasekettenreaktion (PCR). Fiir analytische PCR wurde Tag-
DNA-Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet. Die Amplifizierung von DNA-
Fragmenten aus cDNA erfolgte mit Hilfe von ,,Advantage®2 Polymerase Mix“ (BD
Biosciences Clontech, Palo Alto, USA) oder mit ,PfuTurbo®DNA Polymerase*
(Stratagene, La Jolla, USA). In der Regel wurde die PCR nach folgendem Schema
durchgefiihrt: 2 pl Oligonukleotid-1 (10 pmol/ul), 2 pl Oligonukleotid-2 (10 pmol/ul), 1 pl
dNTP-Mix (10 mM), 5 pl 10x Polymerasepuffer, 1 pl Polymerase (je nach
Herstellerempfehlung 0,1 — 2,5 U), 2 ul Template-DNA und 37 ul steriles a.dest. Fiir die
Reaktion wurde ein Thermocycler Primus 96 Plus (MWG-Biotech, Ebersbach) wie folgt

programmiert:
94°C 2 min (Denaturierung der DNA-Matrize)
r94°C 30 sec (Denaturierung der DNA-Matrize)
30-38x | 50-68°C 20 sec (Anlagerung der Primer an die Matrize (Annealing))
L 72°C 1-2,5min  (Synthese des Komplementérstranges (Extension))
72°C 5 min (Vervollstandigung der DNA-Synthese)
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Die Anlagerungstemperatur wurde den jeweiligen Schmelztemperaturen der Oligonukleo-
tide angepasst (Anlagerungstemperatur = Schmelztemperatur — (3 bis 5)°C). Als Mal fiir
die Synthesegeschwindigkeit der Polymerasen wurden 2000 Nukleotide/min angenommen.

2.5.5 Restriktion von DNA

Zur Anwendung kamen Restriktionsenzyme und zehnfach konzentrierte Puffer der Firmen
NEB (Schwalbach) und Invitrogen (Carlsbad, USA). In der Regel wurde das
Reaktionsgemisch bestehend aus Enzym (1-10 U), Puffer und DNA (1-10 mg in TE oder
Wasser) fiir 1-2 Stunden bei der fiir das jeweils verwendete Enzym optimalen
Reaktionstemperatur (meist 37°C) inkubiert.

2.5.6 Ligation von DNA

Zur Ligation von DNA-Fragmenten mit kompatiblen tiberhdngenden oder stumpfen Enden
wurde T4-DNA-Ligase (Invitrogen, Carlsbad, USA) und der mitgelieferte, ATP-
enthaltende 10x Ligase-Puffer verwendet. Vektor- und Insert-DNA wurden im
Mengenverhéltnis von etwa 1:5 mit 1 U Ligase bei 18°C fiir 3-4 Stunden inkubiert.

Bei Verwendung der TOPO-Vektoren von Invitrogen wird keine Ligase benétigt. Hier
iibernimmt die kovalent an die Vektorenden gebundene Topoisomerase I die Funktion der
Ligase. Die Ligation wurde in diesem Fall gemd3 den Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.5.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die entsprechenden DNA-Banden wurden unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und
mittels des ,,Gel-Extraction-Kit*“ (Macherey & Nagel, Diiren) gereinigt. Dabei wird die
DNA nach Auflosung der Agarose unter Hochsalzbedingungen an die Sédulenmatrix
gebunden, mit einem ethanolhaltigen Puffer gewaschen und in 30-50 pul 5 mM Tris-HCl
(pH 8.5) eluiert.

2.5.8 Klonierung von DNA-Fragmenten

Die mit PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden zur Erzeugung von spezifischen
iiberhdngenden Enden mit den entsprechenden Restriktasen wie unter 2.5.5 beschrieben
verdaut (Restriktaseerkennungssequenz in den jeweiligen Oligonukleotiden) und in
linearisierte Vektoren (siche Tabelle 2.5) mit kompatiblen Enden durch Ligation eingebaut
(s. 2.5.6). In Fillen, in denen kompatible Enden der DNA-Fragmente nicht durch
Restriktion  erzeugt werden konnten, weil sich im  Fragment mehrere
Restriktaseerkennungssequenzen befinden, wurde die ,sticky end“-Klonierung nach
ZENG (1998) angewendet.
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Tab. 2.5 Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren

Bezeichnung/Herkunft

Eigenschaften

Verwendungszweck

pSBET
[SCHENK et al. 1995]

bakterieller Expressionsvektor,
pACYC177-Derivat, 4401 bp, Km',
T7-Promotor, argU (kodiert seltene
tRNA,rg4)

Expression von Pflanzengenen
mit mehreren Kopien des
seltenen AGA-Codons (Arg)

pET11d
(NEB, Schwalbach)

bakterieller Expressionsvektor,
pBR322-Derivat, 5675 bp, Ap', T7-
Promotor

Uberexpression von Proteinen in
E. coli

pQE60
(Qiagen, Hilden)

bakterieller Expressionsvektor mit C-
terminalen His(6)-tag, pDS56/RBSII-
Derivat, 3431 bp, Ap', T5-Promotor

Uberexpression His-markierter
Proteine in E. coli

pHISS-3
(Joseph P. Noel, The Salk
Institute, La Jolla, USA)

bakterieller Expressionsvektor mit N-
terminalen His(8)-tag,
Km', T7-Promotor

Uberexpression His-markierter
Proteine in E. coli

pASK-IBA7
(IBA GmbH, Géttingen)

bakterieller Expressionsvektor mit N-
terminalen Strep-tag, 3246 bp, Ap',
tet-Promotor

Uberexpression Strep-markierter
Proteine in E. coli

(Invitrogen, Carlsbad, USA)

3519 bp, Km', Ap'

pCR®4-TOPO® bakterieller Klonierungsvektor Klonierung von PCR-
(Invitrogen, Carlsbad, USA) 3957 bp, Km', Ap’ Fragmenten mit 3’-A-Uberhang
pCR®-Blunt II-TOPO® bakterieller Klonierungsvektor Klonierung von PCR-

Fragmenten mit glatten Enden

pBIN420
[BROWSE e al. 2001]

binédrer Vektor, pBIN19-Derivat
~ 12 kb, Sp', CaMV 35S-Promotor
Nopalinsynthase-Terminatorkassette

Arabidopsis-Transformation

2.5.9 Site Directed Mutagenesis

Mutanten zur Analyse der Stereospezifitit von TPS4 und TPS5 wurden wie folgt
hergestellt: Aus einem, den ORF von #ps5 tragenden Vektor (pASK-IBA7-tps5) wurden
mittels PCR die ersten 1200 bp amplifiziert. Das dafiir eingesetzte 3’-Oligonukleotid
(s. Tab. 2.4) tragt die entsprechende Mutation und eine sich auch auf dem Gen befindende
AflllI-Restriktaseerkennungssequenz. Da sich im 5’-Teil des Gens eine zweite, zur ersten
AfIlI-Erkennungssequenz nicht kompatible Af/III-Erkennungssequenz befindet, wurde
durch Restriktion des PCR-Produktes mit Af/III ein Fragment erhalten, welches gerichtet in
den ebenfalls mit Af/III linearisierten Ausgangsvektor pASK-IBA7-tps5 eingebaut werden
konnte. Der so erzeugte Vektor, pASK-IBA7-tps5MU, trigt die entsprechende Mutation
im Gen #ps3.

Zur Analyse der Reaktionsmechanismen und aktiven Zentren von TPS4, TPS5 und TPS7
wurden entsprechende Mutanten mit dem ,,QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit*
(Stratagene, La Jolla, USA) gemdll den Angaben des Herstellerprotokolls durch PCR
erzeugt. Alle fiir die Mutationen verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 2.4
aufgefiihrt.

2.5.10 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung erfolgte nach der von SANGER und Mitarbeiter (1977) beschriebenen
Kettenabbruchmethode. Dazu wurden Sequenzierungsreaktionen wie folgt angesetzt: x ul
Template-DNA (400 ng), 2 pl Oligonukleotid (10 pmol/ul), 4 pl ,BigDye™-Mix*
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(BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit v2) und (14-x)ul a.dest.. Der ,BigDye' -
Mix“, eine Mischung aus Puffer, dNTPs, Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Didesoxy-
nukleotiden und DNA-Polymerase, wurde von der Firma Applied Biosystems (Foster City,
USA) bezogen. Die eigentliche Sequenzierungsreaktion, eine lineare PCR mit einem
Oligonukleotid, wurde unter folgenden Bedingungen im Thermocycler Primus 96 Plus
(MWG-Biotech, Ebersbach) durchgefiihrt:
96°C 5 min
r96°C 10 sec
35x | 53°C 20sec
L60°C 4 min
Zum Entfernen der nichteingebauten fluoreszenten Nukleotide wurde die Reaktion tiber
,DyeEX™ 2.0 Spin Columns* (Qiagen, Hilden) nach dem Prinzip der Gelfiltration
gereinigt und anschlieBend in einem Sequenzierer ABI3100 (Applied Biosystems)
gelelektrophoretisch aufgetrennt und analysiert.

2.5.11 DNA/Protein-Sequenzanalyse

Die DNA-Rohsequenzdaten wurden mit dem Programm ,,Seqman®“ (DNASTAR Inc.,
Madison, USA) analysiert, gegebenenfalls editiert und mit Hilfe des Programms ,,Editseq*
(DNASTAR Inc.) als DNA-Sequenzdatenfile gespeichert.

Datenbankrecherchen und Sequenzvergleiche erfolgten mit Hilfe des Internets unter
folgenden www-Adressen: ,.http://www.ncbi.nlm.nih.gov/“ (NCBI - National Centre for
Biotechnology Information), ,http://www.zmdb.iastate.edu/* (ZmDB — A Maize Genome
Database), ,,http://www.agron.missouri.edu/*(MaizeDB), ,,http://www.tigr.org/“ (TIGR -
The Institute for Genomic Research). Sequenzalignments wurden mit den Programmen
»Multalin® (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html [CORPET, 1988]) sowie
,»Clustal X* (http://www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/ClustalX) erstellt und mit ,,TreeView*
(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html [PAGE, 1996] visualisiert.

Zur Analyse der Aminosduresequenzen wurden die DNA-Sequenzen mit dem Programm
,Editseq™ in Proteinsequenzen umgeschrieben. Die Kalkulation der molaren Massen und
pKi-Werte  erfolgte mit dem  Programm  ,Protean“ (DNASTAR Inc.).
Signalpeptidvorhersagen wurden im Internet unter ,,http://www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/“ [NIELSEN et al, 1997], ,http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/*
[EMANUELSSON et al, 2000] und ,http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/*
[EMANUELSSON et al. 1999] durchgefiihrt.

2.6 Elektrophorese und Transfertechniken
2.6.1 DNA-Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Gemischen nach Fragmentgrof3e erfolgte durch Elektrophorese
in 1%igen Agarosegelen (1% Agarose [g/v] (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA),
I pg/ml Ethidiumbromid, 0,5x TAE-Puffer: 40 mM Tris-HCl pH 8.2, 20 mM
Natriumacetat, 1 mM EDTA). Dazu wurden die DNA-Proben in einem Volumen
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Auftragepuffer (50% Glycerin [v/v], 0,05% Bromphenolblau [g/v], 100 mM EDTA)
aufgenommen und bei einer Spannung von 100 V in einer mit 0,5x TAE-Puffer gefiillten
Elektrophoreseapparatur (,,i-Mupid“, Eurogentech, Seraing, Belgien) aufgetrennt. Die
Nukleinsdurebanden sind aufgrund der Einlagerung des Ethidiumbromids zwischen die
Basen der DNA im UV-Licht sichtbar. Fiir Southern-Blot-Analysen wurden 10 ng DNA
pro Geltasche aufgetragen.

2.6.2 RNA-Agarosegelelektrophorese

10-20 pg RNA wurden in RNA-Auftragepuffer (20 mM MOPS pH 7.0; 8§ mM
Natriumacetat; 1 mM EDTA; 5,7 Volumen Formaldehyd (37%ig); 50% Formamid [v/v];
1 pg/ml Ethidiumbromid) fiir 15 Minuten bei 65°C inkubiert und in einem 1%igen RNA-
Agarosegel (1% Agarose [g/v]; 20 mM MOPS pH 7.0; 8 mM Natriumacetat; 1 mM
EDTA; 5,7 Volumen Formaldehyd (37%ig)) mit einer konstanten Spannung von 100 V
elektrophoretisch aufgetrennt (Laufpuffer: 20 mM MOPS pH 7.0; 8 mM Natriumacetat;
1 mM EDTA).

2.6.3 DNA-Transferblot (Southern Blot)

Nach der DNA-Agarosegelelektrophorese (s. 2.6.1) wurde die DNA durch 10 min
Inkubation des Gels in 0,2 M Salzsdure depuriniert und anschlieBend durch 45 min
Schwenken des Gels in 1,5 M Natriumchlorid, 0,5 M Natriumhydroxid denaturiert. Zum
Neutralisieren wurde das Gel zwei mal fiir je 20 Minuten in 1 M Tris-HCI pH 7.0, 1,5 M
Natriumchlorid inkubiert. Der DNA-Transfer auf eine Polyamidmembran NYTRAN-
PLUS (Schleicher & Schuell, Einbeck) erfolgte durch Kapillarblot in 20x SSC-Puffer (3 M
Natriumchlorid, 0,3 M Trinatriumcitratdihydrat, pH 7.0) iiber Nacht. Zum Fixieren der
DNA an die Polyamidmembran wurde diese im UV-Stratalinker™ 2400 (Stratagene, La
Jolla, USA) zwei mal mit je 120 mJ/cm® (,,Autocrosslink“-Modus) bestrahlt.

2.6.4 RNA-Transferblot (Northern Blot)

Das RNA-Gel (s. 2.6.2) wurde nach der Elektrophorese drei mal in je 5 ml Wasser gespiilt,
fir 10 Minuten in 0,05 M Natriumhydroxidlésung geschwenkt und 20 Minuten in 20x
SSC-Puffer (s. 2.6.3) inkubiert. Der Transfer der RNA auf die Membran und die
anschliefende Fixierung erfolgten analog dem DNA-Transferblot (s. 2.6.3).

2.6.5 Nukleinsidurehybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden

Der Nachweis von auf Nylonmembranen transferierten Nukleinsduren erfolgte durch
Hybridisierung mit radioaktiv markierten ssDNA-Sonden. Diese wurden mit Hilfe des
,Strip-EZ™ PCR“-Kit (Ambion, Austin, USA) durch lineare PCR hergestellt. Als
Synthesematrize wurden 10 ng DNA-Fragment (ca. 500 bp Léange) eingesetzt. Die
Markierung erfolgte mit [o-"P]JdATP (20 uCi). Ungebundene Nukleotide wurden durch
Gelfiltration mit ,,ProbeQuant™™ G-50 Micro Columns“ (Amersham Biosciences, Uppsala,
Schweden) entfernt.
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Parallel zur Sondensynthese wurde die Membran in 10 ml Hybridisierungspuffer
L,ULTRAhyb™ (Ambion) fiir drei Stunden bei 42°C prihybridisiert. Nach Zugabe der
gereinigten Sonde (1-6x10° CPM/ml Hybridisierungspuffer) wurde iiber Nacht bei 42°C
im Hybridisierungsofen hybridisiert und anschlieend zwei mal bei 42°C mit 2x SSC
(s.2.6.3), 0,1% SDS [g/v] fir je fiinf Minuten gewaschen. Durch weitere 15 min
Waschschritte in absteigenden SSC- und SDS-Konzentrationen (2x SSC, 0,1% SDS [g/v];
0,5x SSC, 0,1% SDS [g/v]; 0,2x SSC, 0,1%SDS [g/v]; 0,1xSSC, 0,1% SDS [g/v]) und
durch Erhdhung der Waschtemperatur auf bis zu 68°C wurde die Aktivitdt auf der
Membran auf 20 bis 100 CPS reduziert. Die Messung der gebundenen Aktivitét erfolgte
hierbei mit einem Geigerzéhler (,,Mini-Monitor Series 900, Morgan).

Zur Visualisierung der gebundenen Aktivitit wurde die Membran gegen einen
Rontgenfilm ,,BioMax MS-1* (Eastman Kodak Company, Rochester, USA) exponiert oder
im Phosphorimager ,,Storm 840 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA) analysiert.

2.6.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinproben wurden in 2x Probenpuffer (100 mM Tris-HCI1 pH 6.0, 4% SDS [g/v],
10% 2-Mercaptoethanol [v/v], 20% Glycerol [v/v], 0,1% Bromphenolblau [g/v])
aufgenommen und zum Denaturieren flir zehn Minuten bei 95°C inkubiert. Die
Elektrophorese erfolgte wie bei LAEMMLI und Mitarbeiter (1970) beschrieben. Zuerst
wurden die Proteinproben bei konstanter Spannung von 100 V im 4%igen Sammelgel
(0,125 M Tris-HCI1 pH 6.8, 4% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) Roth (Karlsruhe), 0,1%
SDS [g/v], 0,075% APS [g/v], 0,05% TEMED [v/v]) konzentriert und anschlieBend bei
einer konstanten Spannung von 200 V im 10%igen Trenngel (0,375 M Tris-HCI pH 8.8,
10% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1), 0,1% SDS [g/v], 0,075% APS [g/v], 0,05% TEMED
[v/v]) elektrophoretisch aufgetrennt.

Die aufgetrennten Proteine wurden mit Coomassie-Farbstoff angefarbt. Die Farbung
erfolgte hierbei durch zweistiindige Inkubation der Gele in Farbelosung (45% Methanol
[v/v], 7% Essigsdure [v/v], 0,1% Coomassie Brilliant Blue R250" [g/v] (Sigma-Aldrich,
St. Louise, USA) und anschlieBende 3-4 stlindige Inkubation in Entfirbelosung
(5% Methanol [v/v], 7% Essigsdure [v/V]).

2.7 Proteintechniken
2.7.1 Herstellung und Reinigung rekombinanter Terpensynthasen

Die Expression von Terpensynthasen erfolgte in E. coli, wobei die Auswahl des
bakteriellen Wirtsstammes sich nach den jeweils verwendeten Vektoren richtete. Die Gene
tps4-Dell, tps5-Dell und tps5-Del2 wurden in den Vektor pASK-IBA7 kloniert. Dieser
Plasmid enthilt einen Promotor, welcher von der E. coli-RNA-Polymerase erkannt und
abgelesen wird. Da somit zur Expression kein spezieller E. coli-Stamm nétig ist, wurde der
Stamm TOP10 benutzt. Die Klonierung von tps4-B73, tps5-B73, tps6-B73 und tps7-B73
erfolgte in die Vektoren pSBET oder pET11d. In diesen Plasmiden befindet sich das zu
exprimierende Gen unter Kontrolle eines T7-Promotors. Als Wirtstamm wurde daher E.
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coli BL21(DE3) verwendet, welcher eine Kopie des T7-RNA-Polymerasegens im
Chromosom enthilt.

Zur Expression der Proteine wurde eine 5 ml-Ubernachtkultur des jeweiligen Klons in
100 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika iiberimpft, und bei 30°C unter
Schiitteln bis zu einer ODggo von etwa 0,5 kultiviert. Die Induktion der vektorvermittelten
Expression erfolgte im Falle der pSBET- und pET11d-Konstrukte durch Zugabe von IPTG
(Endkonzentration: 1 mM). Der Tetracyclin-Promotor des Plasmides pASK-IBA7 wurde
durch Anhydrotetracyclin (Endkonzentration: 200 pg/l) induziert. Nach der Induktion
wurden die Kulturen fiir 16 h bei 18°C unter Schiitteln inkubiert.

Zur partiellen Reinigung von rekombinanten Terpensynthasen wurden die Zellen einer
100 ml-Expressionskultur durch Zentrifugation (5 min, 5000xg, 4°C) sedimentiert, mit
5 ml eiskaltem Extraktionspuffer (50 mM MOPSO, 10% Glycerol, 5 mM Magnesium-
chlorid, 5 mM DTT, 5 mM Natriumascorbat, 0,5 mM PMSF, pH 7.0) gewaschen, erneut
zentrifugiert und in 3 ml eiskaltem Extraktionspuffer resuspendiert. Der Zellaufschluss
erfolgte durch Ultraschallbehandlung (4 x 20 sec, Bandelin UW2070, Bandelin, Berlin).
Nach dem Abzentrifugieren der unldslichen Zellbestandteile (30 min, 21000xg, 4°C)
wurde der Uberstand mittels einer Econopac 10DG-Sdule (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA) in Reaktionspuffer (10 mM MOPSO, 10% Glycerol, | mM DTT, pH 7.0)
umgepuffert. Die Extrakte konnten bei -80°C mehrere Jahre ohne nennenswerten
Aktivitdtsverlust gelagert werden.

Die Reinigung von His-tag- und Strep-tag-Fusionsproteinen aus dem bakteriellen
Rohextrakt erfolgte fiir Proteine mit His-tag durch Ni-NTA-Sdulen (Qiagen, Hilden) und
fiir Proteine mit Strep-tag durch Strep-Taktin-Saulen (IBA GmbH, Géttingen) gemifl dem
Herstellerprotokoll. Zur Stabilisierung der gereinigten Proteine wurden diese mit
10% (v/v) Glycerol versetzt.

2.7.2 Herstellung hochreiner Proteine fiir die Enzymcharakterisierung

Die entsprechenden Gene wurden in den Vektor pHIS8-3 mit N-terminalen His-tag
kloniert und in E. coli BL21(DE3) exprimiert. Dazu wurden 8 Liter TB-Medium mit 50 ml
Ubernachtkultur angeimpft und wie unter 2.7.1 beschrieben kultiviert und induziert. Die
durch Zentrifugation (5 min, 5000xg, 4°C) sedimentierten Zellen (ca. 50-60 g) wurden in
15 ml-Plasterohrchen iiberfiihrt, kurz in fliissigen Stickstoff eingefroren, wieder aufgetaut
und in 200 ml Lysepuffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol pH
8.0, 1% Tween20 (v/v), 10% Glycerol (v/v), 10 mM B-Mercaptoethanol) mit 200 mg
Lysozym fiir zwei Stunden bei 4°C unter Rithren inkubiert. Die Zelllyse erfolgte durch
Ultraschallaufschluss (6x 30 sec., 0,5 sec Puls, Bandelin UW2070, Bandelin, Berlin).
Danach wurden die unldslichen Zelltriimmer durch Zentrifugation (20000xg, 4°C, 1 h)
entfernt und der Uberstand auf eine mit 6 ml Ni-NTA-Agarose (50%, Qiagen, Hilden)
gefiillte und mit 50 ml eiskaltem Lysepuffer equilibrierte Sdule aufgeladen. Zum Waschen
wurde die Sdule mit 50 ml eiskaltem Lysepuffer und 50 ml eiskaltem Waschpuffer
(Lysepuffer ohne Tween20) gespiilt. Die Elution des an die Ni-NTA-Matrix gebundenen
His-tag-Proteins erfolgte durch Zugabe von 30 ml eiskaltem Elutionspuffer (Waschpuffer
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mit 250 mM Imidazol). Zum Entfernen des Imidazol und zur Abspaltung des His-Tag
wurde die gesamte Elutionsfraktion mit 25 pg Thrombin iiber Nacht in fiinf Liter
Dialysepuffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 10 mM B-Mercaptoethanol) bei
4°C unter schwachem Riihren dialysiert und anschlieBend auf eine mit 2 ml Benzamidin-
Sepharose 6B (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) und 2 ml Ni-NTA-Agarose
gefiillte und mit 30 ml Dialysepuffer gespiilte Sdule aufgeladen. Der Durchlauf wurde
aufgefangen und mittels Gelfiltration (FPLC, Superdex S200-Sdule, Pharmacia Biotec,
Freiburg) nach dem Molekulargewicht fraktioniert. Zum Aufkonzentrieren und Umpuffern
des Proteins wurden die Proben mit Centriprep YM30-Saulchen (Amicon, Witten) von ca.
25 ml auf 1 ml eingeengt und schlieBlich durch mehrmaliges Spiilen mit 50 mM Tris-HCI
(pH 8.0), 10 mM NacCl, 10 mM B-Mercaptoethanol iiber Centricon 30-Séulchen (Amicon)
entsalzt (Endvolumen: 0,5 ml). Die Kontrolle der einzelnen Reinigungsschritte erfolgte
durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (2.6.6).

2.7.3 Proteinquantifizierung nach Bradford

Die Quantifizierung von Proteinen nach BRADFORD (1976) erfolgte mit dem
Proteinnachweis-Reagenz der Firma Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA). Ein Aliquot
der Proteinprobe wurde in 800 pl Wasser verdiinnt, mit 200 pl Reagenz versetzt, flir
20 Minuten inkubiert und photometrisch bei einer Wellenldnge von 600 nm vermessen.
Die Berechnung der Proteinmenge erfolgte anhand einer BSA-Eichgerade.

2.7.4 Bestimmung des Molekulargewichtes von Terpensynthasen

Die zu analysierende Terpensynthase wurde wie unter 2.7.1 beschrieben in E. coli
exprimiert und aus dem Rohextrakt partiell gereinigt. Die Fraktionierung der Proteine im
bakteriellen Extrakt (0,5 ml) erfolgte durch Gelfiltration (FPLC mit Reaktionspuffer
(10 mM MOPSO, 10% Glycerol, I mM DTT, pH 7.0), Superdex S200-S&ule (Pharmacia
Biotec, Freiburg)). Die aufgefangenen Fraktionen wurden durch Enzym-Substrat-
Reaktionen (s. 2.7.5) auf ihre Aktivitdt hin tiberpriift. Die GroBenbestimmung erfolgte
schlieBlich durch Vergleich der aktiven Fraktionen mit verschiedenen Standards (B-
Amylase (200 kDa), Hefe-Alkoholdehydrogenase (150 kDa), Rinderserumalbumin
(66 kDa), Carboanhydrase (29 kDa), Cytochrom C (12,4 kDa), ,,Molecular Weight Marker
Kit*, Sigma-Aldrich, St. Louise, USA).

2.7.5 Aktivititsbestimmung von rekombinanten Terpensynthasen

Zur Aktivitdtsbestimmung von in E. coli heterolog exprimierten Terpensynthasen wurden
in der Regel 200 pl partiell gereinigter bakterieller Rohextrakt mit 800 pl Reaktions-Mix
(10 mM MOPSO, 10% Glycerol, 1 mM DTT, 20 mM MgCl,, 0,2 mM MnCl,, 0,2 mM
NaWOy,, 0,1 mM NaF, 60 uM GPP, FPP oder GGPP (Echelon Research Laboratories, Salt
Lake City, USA)) fiir eine Stunde bei 30°C inkubiert. Die Reaktion erfolgte in 8-ml
Glasrohrchen (DuPont, Wilmington, USA) mit Polypropylendeckel. Zur Isolierung der
Reaktionsprodukte aus der Gasphase wurde eine SPME-Faser (PDMS-100,
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Polydimethylsiloxan, Supelco, Bellafonte, USA) in einer Halterung im Reaktionsréhrchen
platziert. Alternativ dazu wurde die Reaktion mit 2 ml Pentan {iberschichtet und nach der
Inkubation ausgeschiittelt. Zum Aufkonzentrieren der Produkte wurde die Pentanphase
abgenommen und unter einem leichten Stickstoffstrom auf 50 pl eingeengt. Die
gaschromatographische Analyse der mittels SPME oder Pentanextraktion isolierten
Terpenprodukte erfolgte wie unter 2.8.2.1 beschrieben.

Zur Bestimmung der Gesamtenzymaktivitdt wurden die Proteine mit Tritium-markierten
Substraten ([1-°H]-GPP, [1-’H]-(E,E)-FPP (37 GBg/mol), American Radiolabeled
Chemicals, St. Louis, USA) inkubiert. Das Reaktionsvolumen betrug hierbei 1/10 des
zuvor beschriebenen Volumens. Nach der Extraktion der Reaktionsprodukte aus der
wissrigen Phase durch Ausschiitteln mit 1 ml Pentan wurden 500 pl Pentan mit 5 ml
Szintillationsfliissigkeit Lipoluma (Packard Bioscience, Groningen, Niederlande) gemischt
und im Szintillationszihler (Packard Tricarb 2300TR (*H-Effizienz: 63%) vermessen.

Zur Bestimmung der pH-Optima von Terpensynthasen wurden folgende Puffer in einer
Endkonzentration von je 100 mM fiir die Reaktionsansitze eingesetzt: pH 5.0 und 5.5:
Acetatpuffer, pH 6.0: MES-Puffer, pH 6.5 bis 9.5: bis-Tris-Propanpuffer.

2.7.6 Computergestiitzte Proteinstrukturanalysen

Dreidimensionale Strukturmodelle der untersuchten Terpensynthasen wurden mit dem
Programm ,,Modeler* (Accelry, San Diego, USA) auf Grundlage der bekannten 3D-
Struktur der 5-epi-Aristolochensynthase aus Tabak [STARKS et al., 1997] berechnet. Die
Bindung verschiedener Substrate und Reaktionsintermediate im aktiven Zentrum von
Terpensynthasen wurde mit dem Programm ,,GOLD* (CCDC, Cambridge, England)
analysiert. Die dreidimensionale Visualisierung der Modelle erfolgte mit den Programmen
,,Chimera® (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/, UCSF Computer Graphics Laboratory, San
Francisco, USA) und ,,SPDBV 3.7% (http://www.expasy.org/spdbv/ [GUEX & PEITSCH,
1997]). Zum Erstellen der dreidimensionalen Modelle der Substrate und Intermediate
wurden die Programme ,,ChemDraw Ultra® und ,,Chem3D Ultra® (CambridgeSoft,
Cambridge, USA) verwendet.

2.8 Techniken zur Terpenisolierung, -analyse und -darstellung
2.8.1 Terpenisolierung aus Maisgewebe
2.8.1.1 Extraktion

Ca. 3 g in fliissigem Stickstoff eingefrorenes Pflanzenmaterial wurde fein zermorsert, in
10 ml destilliertem Pentan aufgenommen und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur unter
Schwenken extrahiert. Nach Zentrifugation (1800g, 5 min) wurde die Pentanphase
abgenommen und mit 40 pl Nonylacetat (interner Standard, 20 ng/ul) versetzt.
Anschliefend wurde mit einer Spatelspitze Aktivkohle geklért, erneut zentrifugiert und im
Stickstoffstrom auf ein Volumen von 200 pl eingeengt. Das Ausfillen hohermolekularer
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Wachse und Fette erfolgte durch Inkubation iiber Nacht bei -20°C. Die Analyse der
extrahierten Terpene wurde mit GC-MS bzw. GC-FID (s. 2.8.2.1) durchgefiihrt.

2.8.1.2 Duftsammlung

Die von Maispflanzen abgegebenen Terpene wurden mit einem automatischen
Duftsammelsystem (Analytical Research Systems, Gainesville, USA) nach HEATH &
MANUKIAN (1994) analysiert. Die Blatter und die Sprossachse der Pflanze befindet sich
hierbei in einem Glaszylinder (Hohe: 50 cm, @: 20 cm), welcher mit zwei verschiebbaren
Platten nach unten zum Topf verschlossen ist. Uber Aktivkohlefilter gereinigte und
angefeuchtete Luft (65% relative Luftfeuchte) stromt mit einer Flussrate von 5 I/min von
oben in den Glaszylinder und wird am unteren Ende mit einer Flussrate von 1 1/min iiber
Duftfallen (Glasréhrchen (Lange: 150 mm, @: 5 mm), gefiillt mit 75 mg SuperQ (Alltech,
Deerfield, USA)) abgesaugt. Die iiberschiissige Luft entweicht durch die Offnung um die
Sprossachse. Der geringe Uberdruck im Inneren des Glaszylinders verhindert das
Einstromen eventuell kontaminierter AuBlenluft. Mit Hilfe eines programmierbaren Reglers
kann sowohl die Dauer der Duftsammlung als auch das Umschalten zwischen den
einzelnen Duftfallen kontrolliert werden.

Das gesamte Duftsammelsystem befindet sich in einer Klimakammer (VB1014/S, Voetsch,
Balingen) mit folgenden Einstellungen: Lichtstirke: 750 pmol/m?/s, Luftfeuchte: 75%,
Temperatur: 25°C.

Alle Experimente wurden zwischen 10 Uhr und 15 Uhr durchgefiihrt, um eventuelle, durch
diurnale Rhythmen hervorgerufene Schwankungen in der Terpenemission zu vermeiden.
Die Fallen wurden nach der Duftsammlung mit 200 pl Dichlormethan eluiert und die
Proben mit GC-FID oder GC-MS analysiert (s. 2.8.2.1).

2.8.1.3 ,,closed loop collection“~-Methode

Die Messung der Terpenemission transgener Arabidopsispflanzen erfolgte mit der ,,closed
loop collection“~-Methode [DONATH & BOLAND, 1995], einem geschlossenem System
mit hoher Sensitivitit. Hierbei befindet sich die Pflanze in einem Exsikkator. In einem
kontinuierlichen Kreislauf wird Luft abgesaugt, iiber einen Aktivkohlefilter geleitet und
wieder in den Exsikkator zuriickgefiihrt. Die gesamte Versuchsanordnung wurde in einer
Klimakammer unter den in Abschnitt 2.1.2.1 beschriebenen Bedingungen betrieben. Nach
3-5 stiindiger Messung wurden die Aktivkohlefilter mit je 200 pl Dichlormethan eluiert
und das Eluat mit GC-MS analysiert.

2.8.2 Terpenanalyse
2.8.2.1 Chromatographische Trennung mittels GC-MS / GC-FID

Die gaschromatographische Trennung und Analyse von Terpengemischen wurde mit dem
Gaschromatographen Modell 6890 der Firma Hewlett-Packard (PaloAlto, USA) und
angekoppeltem Massenspektrometer (Hewlett-Packard 5973) durchgefiihrt. Als Trigergas
wurde Helium verwendet (I ml/ min). Die Injektortemperatur betrug 220°C, das
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Injektionsvolumen 2 ul (,,splittless®). Alternativ erfolgte die Probenauftragung auch direkt
iiber eine SPME-Faser (100 um Polydimethylsiloxan, SUPELCO, Bellafonte, USA). Die
Temperatur der Sdule wurde von 40°C (3 min konstant) mit einer Rate von 5°C pro Minute
auf 240°C erhoht. Das Massenspektrometer wurde mit folgenden Einstellungen betrieben:
Transferline-Temperatur:  230°C, Quelle: 230°C, Quadrupol-Temperatur: 150°C,
Ionisierungspotential: 70 eV, Scann-Bereich: 50-400 Atommasseneinheiten. Als
Chromatographieséulen wurden DB-WAX-Sédulen (Polyethylenglycol, 30 m x 0,25 mm
(Innendurchmesser) x 0,25 pm (Filmdicke), J&W Scientific, Folsom, USA), Chrompack
CP-SIL-5-CB-MS-Sédulen  ([5%-Phenyl]-methylpolysiloxan, 25 m x 0,25 mm
(Innendurchmesser) x 0,25 um (Filmdicke), Varian Medical Systems, Palo Alto, USA) und
DB5-MS-Sdulen (30 m x 0,25 mm (Innendurchmesser) x 0,25 ul (Filmdicke), J&W
Scientific) verwendet.

Die Quantifizierung von Terpenen erfolgte mittels GC und angekoppeltem
Flammenionisierungsdetektor (FID). Hierbei wurden die Proben gaschromatographisch
mit den selben Einstellungen und Bedingungen wie oben beschrieben aufgetrennt (GC: HP
6890, Trigergas: Wasserstoff, 2 ml/min) und anschlieBend iiber einen FID
(Detektortemperatur: 250°C) analysiert.

Fir die Trennung und Identifizierung von Enantiomeren kam eine chirale Sdule
(Heptakis(6-O-tert-butyldimethylsilyl-2,3-di-O-methyl)-B-Cyclodextrin, = BGB-Analytik,
Adliswil, Schweiz) zum Einsatz. Die Temperaturprofile der GC wurden dabei von Fall zu
Fall wie folgt variiert:

-Limonen und Sabinen: 35°C (1 min) bis 100°C (1°C/min)
-Linalool: 40°C (3 min) bis 150°C (5°C/min)
-B-Bisabolen: 40°C (1,5 min) bis 115°C (100°C/min), isotherm 115°C

2.8.2.2 Identifizierung von Terpenen

Zur Identifizierung von Terpenen wurden die Massenspektren der einzelnen, mittels GC
voneinander getrennten Substanzen mit verschiedenen Massenspektrenbibliotheken
verglichen. Dazu standen folgende Programme und Bibliotheken zur Verfligung:
,MassFinder 2.1“ (D.H. Hochmuth, Universitit Hamburg) verbunden mit der
Massenspektrenbibliothek ,,Terpenoids and Related Constituents of Essential Oils* (W.A.
Koénig, D.H. Hochmuth und D. Joulain, Universitit Hamburg) sowie das Datenauswerte-
programm ,,Data Analysis*“ der GC-MS Firmensoftware (HP ChemStation Software,
Hewlett&Packart, PaloAlto, USA) verbunden mit den Massenspektrenbibliotheken
,,N1st98“ und ,,Wiley275% (Hewlett&Packard).

Die eindeutige Identifizierung der Terpene erfolgte durch Vergleich ihrer Massenspektren
und Retentionszeiten mit denen von authentischen Standards. In Tabelle 2.6 sind die fiir
die jeweiligen Terpene verwendeten Standards und deren Herkunft aufgelistet.
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Tab. 2.6 Standardsubstanzen zur Terpenidentifizierung und ihre jeweilige Herkunft.

Substanz Standard Herkunft des Standards
Limonen (¥)-; (+)-; (-)-Limonen Sigma-Aldrich, St. Louise, USA
Linalool (R)(S)-; (R)-Linalool Fluka, Seelze
B-Myrcen B-Myrcen Fluka
Sabinen Sabinen Roth (>95% (+)-Enantiomer, pers. Mitteilung)
a-Terpinen a-Terpinen Fluka
y-Terpinen y-Terpinen Fluka
a-Terpinolen a-Terpinolen Fluka
a-Thujen a-Thujen Roth (Karlsruhe)
(E)-a-Bergamoten | Opoponaxol Dracoco (Minden)

(Z2)-a-Bergamoten

Phoebe porosa-Ol

W.A. Kdnig (Universitit Hamburg)

[-Bisabolen

(R)(S)-p-Bisabolen,
Bergamotol

Racemat: diese Arbeit
Bergamot6l: Esence Pure.K. (Utting)

(E)-y-Bisabolen

Bisabolen-Ol

Dracoco

(Z)-y-Bisabolen Bisabolen-Ol Dracoco
a-Cadinen Aloysia sellowii-Ol W.A. Kénig
y-Cadinen Aloysia sellowii-Ol W.A. Kénig
3-Cadinen Aloysia sellowii-Ol W.A. Kénig
(E)-B-Caryophyllen | (E)-p-Caryophyllen Fluka
a-Copaen Aloysia sellowii-Ol W.A. Kénig
B-Curcumen Phoebe porosa-Ol W.A. Kénig
y-Curcumen Phoebe porosa-Ol W.A. Kénig
(E)-B-Farnesen (E)-B-Farnesen Bedoukian (Danbury, USA)
Germagren D Aloysia sellowii-Ol W.A. Kénig
a-Humulen a-Humulen Fluka
a-Muurolen Aloysia sellowii-Ol W.A. Kénig
a-Selinen Apium graveoleus-Ol Roth
B-Selinen Apium graveoleus-Ol Roth
Sesquiphellandren | Zingiber officinale-Ol diese Arbeit
Sesquisabinen A Phoebe porosa-Ol W.A. Kénig
Sesquisabinen B Aloysia sellowii-Ol W.A. Kénig
Sesquithujen Aloysia sellowii-Ol W.A. Konig
7-epi-Sesquithujen | Phoebe porosa-Ol W.A. Konig
Zingiberen Zingiber officinale-Ol diese Arbeit

2.8.3 Darstellung von B-Bisabolen aus a-Bisabolol

Die Darstellung von (R)- und (S)-B-Bisabolen erfolgte durch Dehydratisierung von
racemischen a-Bisabolol. Dazu wurden 100 pl a-Bisabolol in 10 ml Toluol geldst und mit
1 g saurem Al,O; fiir 5 Stunden bei 145°C unter Riickfluss gekocht. Die triibbe Losung
wurde mit MgSO,4 entwissert und in einer Verdiinnung von 1:1000 in Pentan als Standard
fiir die Gaschromatographie eingesetzt.

2.8.4 Gewinnung eines itherischen Oles aus Ingwer

Zur Herstellung eines Zingiberen-Standards wurde ein #therisches Ol aus Ingwer (Zingiber
officinale) durch Wasserdampfdestillation-Extraktion gewonnen. Dazu wurden 40 g

Ingwerwurzel zerrieben und fiir eine Stunde in 200 ml Wasser in einer Wasserdampf-
Destillation-Extraktionsapparatur (J&W Scientific, Palo Alto, USA) destilliert. Fiir die
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Extraktion der Terpene aus dem Wasserdampf wurde Pentan (25 ml) verwendet. Durch
anschlieBendes Abdestillieren des Pentans und Behandlung mit MgSO, konnte ca. 1 ml
hochkonzentriertes und wasserfreies Ol gewonnen werden. Den Hauptbestandteil dieses
Oles bildet das Sesquiterpen Zingiberen.

2.9 Anmerkungen

Mikrobiologische und molekularbiologische Techniken wurden, wenn nicht anders
erwdhnt, nach SAMBROOK et al. (1989) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe (STKW) in der Maisinzuchtlinie
B73

3.1.1 Vergleich der verschiedenen Methoden zur Terpenanalyse

In vorangegangenen Arbeiten liber Terpene und andere fliichtige Stoffe in Mais wurden
sowohl verschiedene Duftsammelmethoden [BUTTERY & LING, 1984; TURLINGS et
al., 1998; GOUINGUENE & TURLINGS, 2002] als auch kombinierte Vakuum-
destillation-Extraktionen [FLATH et al., 1978; BUTTERY et al., 1978] angewendet. Beide
Verfahren haben Vor- und Nachteile. Wihrend in Duftsammlungen naturgemél nur die
von der Pflanze abgegebenen Verbindungen analysiert werden konnen, ist es durch
Extraktionen mdglich, auch weniger fliichtige bzw. in der Pflanze gespeicherte Stoffe zu
isolieren. Der Nachteil kombinierter Destillation-Extraktionsmethoden ist jedoch der, dass
relativ viel Untersuchungsmaterial benotigt wird (im Falle von Mais bis zu 3 kg [FLATH
et al., 1978]), und das es haufig zur Artefaktbildung im Extrakt durch Verunreinigungen,
Oxidationen oder thermischen Reaktionen kommen kann [CHAINTREAU, 2001]. Fiir
diese Arbeit wurde daher eine einfache Pentanextraktion etabliert, mit der relativ geringe
Mengen Pflanzenmaterial (1-3 g) bei Raumtemperatur analysiert werden konnten.

Duftsammlung

ng/h/g

Pentan-Extraktion

22 23 24 25
Retentionszeit [min]

Abb. 3.1 Vergleich der durch Duftsammlung bzw. Pentanextraktion gewonnenen Sesquiterpenkohlen-
wasserstoffe aus Blidttern von 14 Tage alten, durch Raupenfrall induzierten B73-Simlingen. Die
Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus den GC-MS Chromatogrammen (,,total ion chromatogram® (TIC)) der
STKW-Fraktionen (Sdule: DB5-MS). (A): (E)-B-Caryophyllen, (B): (E)-a-Bergamoten, (C): (£)-B-Farnesen,
(D): Germacren D, (E): B-Sesquiphellandren

Ein Vergleich zwischen Duftsammlung und Pentanextraktion (s. Abb. 3.1) zeigte, dass es
keine qualitativen Unterschiede im Bereich der STKW-Fraktionen gab. Alle in den
Pentanextrakten identifizierten STKW wurden auch im von der Pflanze emittierten
Duftspektrum gefunden. Weiterhin waren die Mengenverhéltnisse der einzelnen
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Sesquiterpene untereinander in beiden Proben sehr dhnlich. Man kann daher davon
ausgehen, dass sich beide Methoden gleichermaflen fiir die Analyse der STKW in
Maispflanzen eignen.

3.1.2 Qualitative und quantitative Analyse der STKW in verschiedenen Pflanzen-
teilen und Entwicklungsstufen

Die Produktion von Terpenen in Mais nach Raupenfral} ist bereits untersucht worden
[TURLINGS et al., 1990]. Uber den Terpengehalt adulter Maispflanzen liegen nur wenige
Veroftentlichungen vor, die allerdings eine starke Verdnderung der Terpensynthese im
Gegensatz zu jungen Pflanzen vermuten lassen [BUTTERY & LING, 1984; UDAYAGIRI
& JONES, 1992A]. Um die komplexen rdumlichen und zeitlichen Muster der
Terpenbildung in Mais zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit die
Sesquiterpeninhaltsstoffe sowohl von Blittern, SproBachsen und Wurzeln induzierter und
nicht induzierter B73-Sémlinge als auch von Blittern und Bliitenstdnden adulter Pflanzen
bestimmt. Die Isolation der Terpene erfolgte durch Pentanextraktion oder Duftsammlung.
Die einzelnen Komponenten der erhaltenen Stoffgemische wurden gaschromatographisch
voneinander getrennt und mittels Massenspektrometrie identifiziert.

Als STKW-Hauptkomponenten wurden in den Blittern und Sprossachsen uninduzierter
B73-Sdmlinge a-Copaen, Germacren D sowie 6-Cadinen und als Nebenprodukte (£)-B-
Caryophyllen, o-Muurolen und ein nicht identifiziertes Sesquiterpen gefunden. Aus den
Wurzeln der Pflanzen wurden neben diesen STKW zwei weitere Sesquiterpene extrahiert,
B-Bisabolen und ein unbekanntes Terpen. Das Massenspektrum dieser unbekannten
Verbindung (siche auch Abb. 3.7.A) konnte in keiner der zur Verfiigung stehenden
Terpen-Massenspektrenbibliotheken gefunden werden. In einer Massenspektrendatenbank
von bisher nicht bestimmten Terpenen existierte ebenfalls kein vergleichbares Spektrum
(Robert P. Adams, personliche Mitteilung). Daher ist dieses Sesquiterpen vermutlich noch
nicht identifiziert worden. In induzierten Sdmlingen fanden sich die in den uninduzierten
Pflanzen bestimmten STKW in gleicher Menge. Durch Raupenfrall wurde in Bléttern die
Synthese von (E)-a-Bergamoten, (E)-pf-Farnesen, Sesquisabinen A, Zingiberen, [-
Bisabolen und B-Sesquiphellandren induziert. Eine Induktion der (£)-B-Caryophyllen-
bildung konnte hingegen, im Gegensatz zu anderen Kultivaren [TURLINGS, 1998], in
B73 nicht beobachtet werden. In den Wurzeln induzierter Pflanzen war die Menge an (-
Bisabolen und dem unbekannten Terpen etwa dreifach hoher als in Wurzeln uninduzierter
Pflanzen.

Interessanterweise traten die STKW innerhalb der Pflanze in separaten Gruppen auf. So
bildeten die vierzehn in jungen B73-Pflanzen identifizierten STKW drei distinkte Gruppen
(Abb. 3.2: Balkendiagramme A bis C). Die Gruppe A umfasste die durch Herbivorie
induzierten Substanzen (£)-a-Bergamoten, Sesquisabinen A, (E)-B-Farnesen, Zingiberen,
B-Bisabolen und Sesquiphellandren. Zur Gruppe B gehorten die konstitutiv in der Pflanze
gebildeten Terpene Germacren D, (E)-B-Caryophyllen, 6-Cadinen, a-Copaen, a-Muurolen
und zwei nicht identifizierte Sesquiterpene. Das ausschlieBlich in Wurzeln gefundene
unbekannte Sesquiterpen sowie B-Bisabolen bildeten die Gruppe C.
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Abb. 3.2 Sesquiterpenkohlenwasserstoffe in B73-Simlingen. Die STKW in den unterschiedlichen
Pflanzenteilen von 10-14 Tage alten Maissdmlingen wurden mit Pentanextraktion isoliert und mit GC-FID
quantifiziert. Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich der Massenspektren und Retentionszeiten mit
Standardsubstanzen. Mittelwerte und angegebene Standardfehler wurden aus den Daten dreier unabhéngiger
Messungen errechnet. Zum Induzieren der Pflanzen wurden Raupen von Spodoptera littoralis verwendet. In
den Balkendiagrammen sind die einzelnen STKW den Gruppen A bis C zugeordnet. Die Kreisdiagramme
veranschaulichen die unterschiedlichen Anteile dieser Gruppen am Gesamtgehalt an STKW in den
jeweiligen Pflanzenteilen und beruhen auf den in der Tabelle aufgefiihrten Mittelwerten. (1): unbekannt, (2):
a-Copaen, (3): (E)-B-Caryophyllen, (4): (E)-a-Bergamoten, (5): Sesquisabinen A, (6): (E)-pB-Farnesen, (7):
unbekannt, (8): Germacren D, (9): Zingiberen, (10): o.-Muurolen, (11): unbekannt, (12): B-Bisabolen, (13):
4-Cadinen, (14): Sesquiphellandren

Bezogen auf ihre Biomasse produzierten adulte B73-Pflanzen im Gegensatz zu Sdmlingen
weniger STKW. Da eine Pentanextraktion in diesem Konzentrationsbereich nicht sensitiv
genug war und nur mit erheblich groBeren Mengen an Ausgangsmaterial und
Losungsmittel zu befriedigenden Resultaten fiihrte, wurde die Duftsammlung nach
HEATH & MANUKIAN (1994) zur Untersuchung der STKW in adulten Pflanzen
eingesetzt.

Die Ergebnisse in Abbildung 3.3 zeigen, dass die einundzwanzig in adulten B73-Pflanzen
identifizierten Sesquiterpene auf Grund der gleichen Merkmale wie in jungen Pflanzen in
insgesamt vier Gruppen eingeteilt werden konnten. Die Gruppen A und B enthielten
wiederum die in jungen Pflanzen gefundenen Terpene und die Gruppen D und E umfassten
die Verbindungen 7-epi-Sesquithujen, Sesquithujen, (Z)-a-Bergamoten, Sesquisabinen A,
Sesquisabinen B, a-Humulen, Zingiberen, [(-Bisabolen, (Z)-y-Bisabolen und (E)-y-
Bisabolen bzw. y-Cadinen, 6-Cadinen und a-Cadinen.
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Abb. 3.3 Sesquiterpenkohlenwasserstoffe in adulten B73-Pflanzen. Die Isolierung und Analyse der
STKW adulter Maispflanzen erfolgte durch Duftsammlung und anschlieBender GC-FID bzw. GC-MS. Zur
Identifizierung wurden die Massenspektren und Retentionszeiten der Terpene mit denen von Standards
verglichen. Mittelwerte und angegebene Standardfehler wurden aus den Daten von vier unabhéngigen
Messungen errechnet. In den Balkendiagrammen sind die einzelnen STKW den Gruppen A, B, D und E
zugeordnet. Die Kreisdiagramme veranschaulichen die unterschiedlichen Anteile dieser Gruppen am
Gesamtgehalt an STKW in den jeweiligen Pflanzenteilen und beruhen auf den in der Tabelle aufgefiihrten
Mittelwerten. (1): unbekannt, (2): a-Copaen, (3): 7-epi-Sesquithujen, (4): Sesquithujen, (5): (2)-a-
Bergamoten, (6): (E)-B-Caryophyllen, (7): (E)-a-Bergamoten, (8): Sesquisabinen A, (9): (E)-B-Farnesen,
(10): Sesquisabinen B, (11): a-Humulen, (12): unbekannt, (13): Germacren D, (14): Zingiberen, (15): B-
Bisabolen, (16): (Z)-y-Bisabolen, (17): y-Cadinen, (18): Sesquiphellandren, (19): 8-Cadinen, (20): (E£)-y-
Bisabolen, (21): a-Cadinen

Da die Nebenprodukte Sesquisabinen A, Zingiberen und -Bisabolen der Gruppe A gleich-
zeitig einige der Hauptbestandteile von Gruppe D waren, kam es zu einer Uberlagerung
beider Gruppen. Diese konnte nicht aufgeldst werden, weil die durch die Uberlagerung
entstehenden Unterschiede im Bereich der natiirlichen Schwankungen zwischen ver-
schiedenen Pflanzen lagen.

Die Sesquiterpene von Gruppe B waren bis auf das Fehlen von a-Muurolen identisch mit
denen der Gruppe B junger Pflanzen. Lediglich die Mengenverhéltnisse der einzelnen
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Komponenten untereinander wichen in einigen Féllen (Germacren D : a-Copaen bzw.
Germacren D : B-Caryophyllen) voneinander ab.

Fiir die Gruppen D und E gab es keine entsprechenden Gruppen in B73-Sdmlingen, d.h.
die Terpene dieser Gruppen wurden spezifisch nur in adulten Pflanzen gebildet. Die
Sesquiterpene der Gruppe D bildeten die Hauptbestandteile der STKW in Lieschblittern,
waren aber auch als Nebenprodukte in normalen Blittern in etwa vierfach geringerer
Menge vorhanden. In den ménnlichen Bliitenstdnden und in den Narbenfdden (Seide) der
weiblichen Bliitenstinde wurden keine STKW gefunden.

Die in den beschriebenen Experimenten vermessenen adulten B73-Pflanzen wurden im
Gewichshaus angezogen und zeigten keinen Schédlingsbefall. Die Biosynthese der STKW
war deshalb vermutlich nicht durch duBlere biotische Faktoren induziert. Abiotische
Faktoren, Verletzungen der Pflanzen oder ein sehr geringer Befall mit Schiadlingen waren
allerdings nicht auszuschlieBen und konnten eventuell die Terpenbiosynthese beeinflusst
haben. Versuche, die Pflanzen durch Raupenfra3 zu induzieren, waren nicht erfolgreich, da
die zur Verfiigung stehenden Raupen der Gattung Spodoptera nicht bzw. nur in duflerst
geringem Umfang an den Bléttern adulter Pflanzen fralen.

3.2 Identifizierung und Charakterisierung von Terpensynthasen in der
Maisinzuchtlinie B73

3.2.1 Identifizierung von Terpensynthasegenen

Zur Identifizierung von Terpensynthasegenen in der Maisinzuchtlinie B73 konnte auf eine
EST-Datenbank der Firma ,,Pioneer Hi-Bred International* zuriickgegriffen werden. Durch
BLAST-Analyse wurden in dieser Datenbank eine Vielzahl von Sequenzen gefunden, die
Ahnlichkeiten zu schon bekannten Sesquiterpensynthasegenen aus Pflanzen haben. Fiinf
dieser ESTs wurden ausgewdhlt und vollstindig sequenziert. Die erhaltenen cDNA-
Sequenzen enthielten jeweils einen offenen Leserahmen. Die mehrfache Durchfithrung von
RACE-PCR ergab in allen Fillen identische 5’-Enden, so dass davon auszugehen war, dass
die einzelnen cDNAs vollstindig sind. Die entsprechenden Gene, tps4-B73 (1665 bp,
Accession-Nr.: AY518310), #ps5-B73 (1665 bp, Accession-Nr.: AY518311), tps6-B73
(1647 bp, Accession-Nr.: AY518315), tps7-B73 (1647 bp, Accession-Nr.: AY518316) und
tps9-B73 (1584 bp, Accession-Nr.: AY518317), kodieren Proteine mit fiir Terpen-
synthasen charakteristischen Merkmalen und Sequenzmotiven (Abb. 3.4). Als
Bezeichnung wurde die Abkiirzung fiir Terpensynthase ,,tps* gewéhlt. Der Anhang ,.B73*
spezifiziert die Herkunft der Allele aus B73.

Die kalkulierten Molekulargewichte (TPS4-B73 und TPS5-B73: 63,9 kDa; TPS6-B73:
63,7 kDa; TPS7-B73: 62,6 kDa; TPS9-B73: 61,3 kDa) lagen im Bereich der Molekular-
gewichte anderer pflanzlicher Sesquiterpensynthasen. Eine Analyse der Proteinsequenzen
mit den verwendeten Programmen zur Signalpeptid-Vorhersage erbrachte keine Hinweise
auf das Vorhandensein moglicher Signalpeptide. Das fiir Terpensynthasen
charakteristische ,,DDxxD“-Motiv sowie ein konserviertes ,,RxR“-Motiv wurde in allen
fiinf identifizierten Proteinen gefunden.
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TPS4-B73 MASPPAHRS. SKAADEEL PKASSTFHPSL
TPS5-B73 MASPPAHRS. SKAADEEL PKVSSTFHPSL
TPS9-B73 .......... VAPPPPAL AEETAAFHPSL
TPS6- B73  MAAPTLTADGPRL GQQEMKKMSPSFHPTL

€SFFLTYQP. PTA. . PQRANVKERA| =RVRKVLKGSTTDQLPE 72
€SFFLTYQP. PTA. . PORANVKERAI =RVRKVLKGSTTDQLPE 72
EDFFLTYQP. PTA. . PQQACVKERA| =DVRKI LMGPC. . ELPE 61
€DFFL SYEA. PTE. . AQEAQVREKAA SEVRNM KGSH. . DVPE 71

TPS7-B73  ........... MATTGI TSMPAPVFHP €DYFI KFVPEPLQ: . VSDETMAER! R =EVSGWFQ AC. KNVWD 61
TEAS ..... MASAAVANYEEEI VRPVADFESPSLWEDQFLSFSI DN. Q. . VA. EKYAKEI =QTRNMLL. ATGWKLAD 66
TPS1-B73 MAMPVKLTPASLSLKAVCCRFSSGGHAL RHESSL PCWRRTPTORSTSSST YAKEI EQTRNMLL. ATEATI RQ 75

TPS4-B73 TVNEI LTLORLGLGYYYENE[DKLEHQ YSN. . SDYNVKDENLV. . S
TPS5-B73 TVNEI LTLORLGLGYYYENE[DKLEHQ YSN. . SDYNVKDENLV. . S
TPS9-B73 TLCGEI LTLORLALDYYYENERDKL(RHCI YDDDDSDYDDKOENLYV. . SL
TPS6-B73 | VORI | TLORLNLDYHYEDE[ENEKETVVYK. . . SNYI DLV. . SR
TPS7-B73 KTNEVDVVORLG DHHFEEC(JEATABASI HSA. . GLFNSSSHEA. . AL
TEAS TLNE DTI ERLG SYHFEKE[§DDI [MDQI YNQ. . NS. NCNORCTS. . AL
TPS1-B73 QL DVLENMG SRHFAAERKCI [RDRTYRSW.QRHEEI MEDTMT CAl

€YDVSSDVFLVF. KTEE. GS 133
€YDVSSDVFLKFE. KDQL. GN 140
€F\VWPADEL VKFI KNED. GS 132
€FNI SPElI FSKF. QDEN. &K 135
€YNVSSDEL YHVVEASGLHN 151

\KNeYDVPSDVFLSE. KTEE. GG 142
\KNEYDVPSDVFLSF. KTEE. GG 142
L

TPS4- B73 [YNRQAYLR. KHGEEV. . LDEAI SSTRLRLQDLL GRLLPESPFAKEVSSSARTPLFRRVG LE 214
TPS5- B73 [YNAAYLW KHGEEV. . LDEAI SSTRLRLQDLLGRLLPESPFAKEVSSSEIRTPLFRRVG LE 214
TPS9- B73 [YNAAYLR. KHGEEV. . LDEAI SFARRRCLE. . ... .......... AG BRTPLFRRVG LE 189
TPS6- B73 YNRAFLR. | HGETV. . LDEAI SFTMRVLQDRLEHL. . ESPLAEEVSSARDTPLFRRVGTLE 208
TPS7-B73 YNRAHLV. THDEGTTTLEDAI AFARQHLEAARRCSL. KSPLAEQV G PLPRTLKREE 206

TEAS YEQSHVR. THADDI . . LEDALAESTI HLESAAP. HL. KSPLREQVTHABEQCLHKGVPRVE 206
TPS1-B73 HKIRASTVSI SEDESI LDSI GSRSRTLLREQLESGGALRKPSLFKEVEHARDGPFYTTLDRLH 227

TPS4-B73 ARNYQP...IYET......... EATRNEAVEELAKL KHCSWEM AKSKLTE 278
TPS5-B73 ARNYWP...IYET......... EATRNEAVIEL AKL KHCSA*W(EM AKSKLTEVR 278
TPSO-B73 ARNYHP. .. IYEK ........ EAARNDAVIEL AKL KHCTLYVKDFL AKSKVARVE 253
TPS6-B73 MDYWP. .. IYEK ........ DAKONKS! [EFAKL KECTTVKEL RVESNLSF 272
TPS7-B73 Al AFJJPEYSSQD. . ... .... QvYspvi [lELAKL KEI qu(DLseEl a 273

TEAS TRFAPS..SIYDK. ........ EQSKNNVLIRFAKL QVSRYVIKDL DFVTTLPYAR 271
TPS1-B73 HRWNIENFNI | EQHMLETPYLSNQHTSRDI [lALSI R AL ESYVKECRLD. QLQF 302
TPS4- B73 TG nwF-THGrTEDchFAEAFGM‘WEs. Al HLLPEYMKDEY! LMIETE 353
TPS5- B73 ‘ | TGLI TI | BRVERTHGTTEDOMKFAEAFGRRES. Al HLLPEYWKDEYI LMLETE 353
TPS9- B73 ‘ | TSLVTI | BEVFRTYGTTEDCTKFHEA| GRRES. ALPLLPOYMKGEYLFQLETE 328
TPS6- B73 | VAFI TI/LBETLESHATSCESMOL AEA| ERJRES. AVSLLPEYMKDEYWYLLKTE 347
TPS7- B73 RGQARAR FMLTSLLBRTVBVHATLEEARELNKA CREES. DVSLLPEVLKKFFVKVI SNE 348

TEAS ‘ BIATFRAYGTVKEL EAYTDA| GRAI N EI DRLPDYNKI SYKAI LDLY 346
TPS1- B73 AGSKEEL ENL VM. VEMIBEHHKVEFYSEQVEI | FSSI YDSV 378

TPS4-B73 QSFEDAL. GPEKSYRVLYLKQANMERLVELYS|
TPS5-B73 QSFEDAL. GPEKSYRVLYLKQAMERLVELYT
TPS9- B73 RSFEDEL. GPENSYRVHYLKKSIVERLVQQYY!
TPS6- B73 SSFENEL. GPDKSYRVFYLKEAVKELVREYT!
TPS7-B73 REFEDELESHEKYRNV. YNI KGFQTLSKHYL

TEAS KDYEKELSSAGRSHI VCHAI ERVKEVVRNY!
TPS1-B73 NQLGEKASLVQDRS| TKHLVEI W.DLLKS|

*

RDDDYVP. TVSEHLQVSAET| ATl ALTCSAYAGMVGDVSI R 427
RDEDYVA. TMSEHLKVSAES| GANAL TCSAYAGVGDVEI T 427
RDENYVPKTMIEHL QVSMES| GSVALACAAYVGMEDV. | T 402
RDEDYVPKTLKEHLKVSL!| S| GGTLVLCSAFVGMVEDV. VT 421
FHHGCTP. SFKDQVNVSVI TGGAQVLSI GLLVGVGHE. AT 421
FI EGYTP. PVSEYLSNALATTTYYYLATTSYLGM KS. AT 419
RLSKYVP. TEKEYM NASLI FGLGPI VLPALYFVGPK. . | 451

TPS4-B73 KETFEWALSFPQFI RTFGSFVR! STKREQTKDHSPSTVHCYMKEHGT TVDDACEKI KEL| EDSVKDMLEQS 503
TPS5-B73 KETFEWALSFPQFI RTFGSFV} B\VESTKREQTKDHSPSTVHCYMKEHG T 2CEKI KELI EDSWKDM_EQS 503

TPS9-B73 KETLDWLSYPQFLTTYG | V[ STKREQT! KDHSPSTVHCYM(EHGTTNDIﬁCEKI KEL| EDSVWKDM_QQS 477
TPS6-B73  KKI MKMWMSDAEL VKSFG FV§ 3| VSTKREQREKHCVSTVQCYNMKQHEI T ACEQ KELTEDSWKFM EQG 497
TPS7-B73 REAFEWAI GDTDAI WACGEVS! BNVEAFKNGRNKVDVASSVECY| KEHNVPSEVIIL ARI NSLVEDAVKTI NQAP 497

TEAS EQDFEW.SKNPKI LEASVI | Gy BTATYEVEKSRGQ ATA ECCVRDYGA STKEREMAKFONVAETAVKDI NEGL 495

TPS1-B73 SES| VKDPEYDELFKLMSTCGR! BVQTFEREYNEGKLNSVSL LVLHGGPMSI SDIRKRKLQKPI DTCRRDLLSLV 527
* *
TPS4- B73 LALKGLPKVWPQLVFEDFESRTTDNMY. RDRPALTS. SEALKEM QLLFVEPIPE. . .. ... ... 554
TPS5-B73 LALKGLPKWPQLVFDESRTTDNMY. RDRBALTS. SEALKEM QLLFVEPIPE. . . .. ... .. 554
TPS9- B73 LALKGLPKAVPRTVFDFLRTADNMY. KNOBAFTS. SEVLREM RLLFVEPIPE. . . .. ... .. 528
TPS6- B73 LALKEYPI | VPRTVLEFARTVDYMY. KEABKYTV. SHTI KDMLTSLYVKRVLM . . . ... ... 548
TPS7-B73 FK. YPALFPVVOQRVTSLAKSMILLFLDKRBAYTY. SKDFQTTLETHFVRHIPL. . . . ... ... 548
TEAS LRPTPVSTEFLTPI LNLARI VEVTYIl HNLBGYTHPEKVLKPHI | NLLVDSI Kl . .. .... ... 548

TPS1-B73 LREESVVPRPCKELFWKMCKVCYFFYSTT[RGFSSQVERAKE. VDAVI NEPLKLQGSHTLVSDV 590

Abb. 3.4 Vergleich der abgeleiteten Aminosiuresequenzen von TPS4-B73, TPSS-B73, TPS6-B73,
TPS7-B73 und TPS9-B73. Die Abbildung zeigt ein Alignment der B73-Allele von TPS4, TPSS5, TPS6,
TPS7 und TPS9 sowie der Terpensynthase TPS1-B73 aus Mais [SCHNEE et al., 2002] und der 5-epi-
Aristolochensynthase (TEAS) aus Nicotiana tabacum [FACCHINI & CHAPPEL, 1992]. Schwarz hinterlegte
Aminosduren sind in allen sieben Sequenzen identisch und die mit Grau hinterlegten Aminoséduren sind in
mindestens 4 Sequenzen identisch. Die hochkonservierte Bindestelle fiir Magnesiumionen (,,DDxxD%-
Motiv) sowie das ,,RxR“-Motiv sind gekennzeichnet. Ein * markiert die Positionen der Aminosauren, die an
der katalytischen Triade von TEAS beteiligt sind.

Der Grad der Identitdt der abgeleiteten Aminosduresequenzen war sehr unterschiedlich.
Wihrend z.B. TPS4-B73 und TPS5-B73 zu knapp 98% identisch waren, betrug die
Aminosdureidentitit zwischen TPS4-B73 und TPS7-B73 lediglich 33%. Zwei bereits
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bekannte Mais-Terpensynthasen, STC1 [SHEN et al., 2001] und TPS1 [SCHNEE et al.,
2002], zeigten 40% bzw. 25% Aminosdureidentitét zu TPS4-B73.

Die hohe Sequenzéhnlichkeit zwischen #ps4-B73 und tps5-B73 lieB3 die Frage zu, ob beide
Sequenzen nicht Allele eines Gens sind. Da es aber in einer Inzuchtlinie keine
Allelvariation gibt, sollten beide Sequenzen unterschiedliche Gene darstellen. Um
allerdings eine eventuell vorhandene partielle Heterozygotie der Inzuchtlinie
auszuschlieBen, wurde die Segregation einer Transposoninsertion in #ps5-B73 untersucht.
Die PCR-Analyse der Nachkommen einer mit sich selbst gekreuzten Pflanze ergab dabei
kein fiir die Transposoninsertion heterozygotes Segregationsmuster, welches im Falle einer
partiellen Heterozygotie zu erwarten gewesen wére (Christiane Schnee, pers. Mitteilung).
Dies ist ein weiteres Indiz dafiir, dass tps4-B73 und tps5-B73 separate Gene sind.

Die Amplifizierung und Sequenzierung eines genomischen Klons von ps5-B73 aus
chromosomaler DNA junger B73-Pflanzen ergab, dass dieses Gen aus sieben Exons
besteht, die durch sechs Introns voneinander separiert sind (Abb. 3.5). Aufgrund der
Anzahl und Lage der Introns konnte #ps5 in Anlehnung an die von TRAPP & CROTEAU
(2001) aufgestellte Klassifikation der Genstrukturen von Terpensynthasen als Klasse-III-
Terpensynthase eingestuft werden.

i o~
o] el

DDxxD

Abb. 3.5 Die Exon-Intron-Struktur von TPSS. Die sieben Exons sind als Rechtecke gezeichnet. Die
Nummern geben die ungefdhre Anzahl der jeweiligen Aminosduren des Exons an. Das ,,DDxxD*“-Motiv
befindet sich im Exon 4.

Um zu untersuchen, ob eventuell weitere zu tps4 und #ps5 dhnliche Gene in der Pflanze
vorhanden sind, wurde eine Southern-Analyse durchgefiihrt. Dafiir wurde genomische
DNA aus Blittern junger B73-Pflanzen isoliert, mit den Restriktasen Xhol, BamHI,
Hindlll, EcoRI und BspHI geschnitten und nach gelelektrophoretischer Auftrennung auf
eine Nylonmembran transferiert. Die Detektion der Restriktionsfragmente erfolgte mit
einer radioaktiv markierten ssDNA-Sonde, welche durch lineare PCR synthetisiert wurde
und den ersten 286 Basen von ps4 entsprach. Da sich tps4 und tps5 in diesem Bereich in
nur vier Basen unterscheiden, konnte die Sonde beide Gene detektieren.

In Abbildung 3.6 ist das Autoradiogramm der Southern-Analyse dargestellt. Im Falle von
Hindlll, EcoRI und BspHI sind jeweils zwei Hauptbanden und mit einer Ausnahme
(EcoRI) eine schwichere Nebenbande vorhanden. Da weder in den ersten beiden Exons
von tps4 und tps5 noch im ersten Intron von #ps5 Erkennungssequenzen fiir diese Enzyme
vorhanden sind, ist anzunehmen, dass nur diese beiden Gene im Genom vorliegen. Die
schwéchere Nebenbande konnte durch Hybridisierung der Sonde mit einem zu #ps4 und
tps5 dhnlichen Genfragment (z.B. ps9) erklirt werden. Eine HindIll- oder BspHI-
Schnittstelle im ersten Intron von #ps4 kann als Grund fiir diese Bande ebenfalls nicht
ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.6 Southern-Analyse der Gene #ps4 und #ps5. 10 pg von aus jungen Maispflanzen (B73) isolierter
genomischer DNA wurden mit den Restriktasen Xhol, BamHI, Hindlll, EcoRI und BspHI geschnitten, auf
einem 0,8% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nylonmembran iibertragen.
Die Detektion der Restriktionsfragmente erfolgte mit einer sowohl zu #ps4 als auch #ps5 homologen, die
ersten 286 Basenpaare von fps4 umfassenden ssDNA-Sonde (markiert mit o->*P-dATP). Dargestellt ist das
Autoradiogramm.

3.2.2 Funktionelle Analyse der identifizierten Terpensynthasen

Da es derzeit noch nicht moglich ist, auf Grund der Aminosduresequenz eine Aussage zur
enzymatischen Aktivitdit von Terpensynthasen zu machen, sollten die identifizierten
Proteine in einem heterologen System exprimiert und anschlieBend durch Enzym-Substrat-
Reaktionen in vitro funktionell charakterisiert werden.

Auf Grundlage der kompletten EST-Sequenzen wurden Oligonukleotide (s. Tab. 2.4)
konstruiert und die Gene aus einer cDNA-Bank von durch Raupenfra3 induzierten B73-
Bléttern mittels PCR amplifiziert. Die Gene ps4-B73 und tps7-B73 wurden als
Ndel/BamHI-Fragment durch ,,sticky end“-Klonierung in den Vektor pSBET inseriert. Die
Klonierung von tps5-B73 und tps6-B73 erfolgte als Ncol/BamHI-Fragment in den Vektor
pET11d und tps9-B73 wurde als BsmBI-Fragment in den Vektor pASK-IBA7 eingebaut.
Zur Charakterisierung der katalytischen Aktivitdt wurden die Terpensynthasen in E. coli
exprimiert, partiell gereinigt und mit den potentiellen Substraten GPP, FPP und GGPP
inkubiert. Die Ergebnisse der gaschromatographischen Analyse der Reaktionsprodukte
sind in Abbildung 3.7 dargestellt.

TPS4-B73, TPS6-B73 und TPS7-B73 akzeptierten sowohl GPP als auch FPP als Substrat,
das jeweils zu Mono- und Sesquiterpenen umgewandelt wurde. Die Bildung von
Diterpenen aus GGPP ist von keinem der untersuchten Enzyme katalysiert worden. Die
hauptsdchlich von TPS4-B73 gebildeten Sesquiterpene waren 7-epi-Sesquithujen und [-
Bisabolen. Weiterhin wurden mehr als sechzehn verschiedene STKW (s. Tabelle 3.1)
sowie geringe Mengen Nerolidol und ein nicht identifizierter Sesquiterpenalkohol als
Nebenprodukte synthetisiert. TPS6-B73 wandelte FPP zu einem bisher unbekannten
Sesquiterpen um (s. Abb. 3.8). Als Nebenprodukte wurden B-Bisabolen und (E)-B-
Farnesen identifiziert. TPS7-B73 produzierte drei Sesquiterpenhauptprodukte: das nur
anhand des Massenspektrums bestimmte 1,6-Germacradien-5-ol und die mit einem
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Standard verlésslich identifizierten Verbindungen 6-Cadinen und y-Cadinen sowie etwa 40
verschiedene Nebenprodukte. Als Monoterpene wurden von allen drei Enzymen -Myrcen,
Limonen, o-Terpinolen und Linalool in jeweils unterschiedlichen Mengenverhéltnissen
gebildet. In den Monoterpenproduktspektren von TPS4-B73 und TPS6-B73 fanden sich
zusétzlich noch a-Thujen und Sabinen.
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Abb.3.7 Sesquiterpenprodukte (A) und Monoterpenprodukte (B) der Maisterpensynthasen TPS4-B73,
TPS6-B73 und TPS7-B73. Die Enzyme wurden in E. coli exprimiert, partiell gereinigt und mit den
potentiellen Substraten FPP und GPP inkubiert. Die Trennung und Detektion der Terpenprodukte erfolgte
mittels GC-MS und einer DB-WAX-Séule fiir Sesquiterpene oder einer CP-SIL-Saule fiir Monoterpene. Zur
Identifizierung der einzelnen Substanzen wurden die Retentionszeiten und Massenspektren dieser Terpene
mit denen von authentischen Standards verglichen. Das Sesquiterpen (9) ist ein bisher unbekanntes Terpen.
Sesquiterpen (12) ist nur auf Grund des Massenspektrums als 1,6-Germacradien-5-ol identifiziert wurden. In
dieser Abbildung sind nur die Hauptprodukte und wichtigsten Nebenprodukte markiert und dargestellt.
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Die Gesamtenzymaktivitit von TPS5-B73 war im Vergleich zu TPS4-B73, TPS6-B73 und
TPS7-B73 sehr gering (< 1%). Als Produkte wurden die Sesquiterpene -Bisabolen und
Sesquithujen gebildet (GC-MS-Chromatogramm nicht gezeigt). Fir TPS9-B73 war
keinerlei Enzymaktivitit in vitro feststellbar. Eventuell handelt es sich hierbei um ein
inaktives Enzym. Die Tatsache, dass das Gen aus cDNA amplifiziert werden konnte zeigt
aber, dass es zumindest transkribiert wird.

Die Massenspektren der beiden nicht mit Standards identifizierten Sesquiterpen-
hauptprodukte von TPS6-B73 und TPS7-B73 sind in Abbildung 3.8 dargestellt. Das von
TPS6-B73 produzierte Terpen war identisch zu dem in der Wurzel von B73 gefundenen
unbekannten Sesquiterpen (siehe auch 3.1.2). Fiir das Massenspektrum dieser Substanz
wurden keine entsprechenden Eintridge in den zur Verfiigung stehenden Massenspektren-
bibliotheken gefunden. Die Verbindung ist daher vermutlich ein bisher unbekanntes
Terpen. Der Massenpeak 222 im Massenspektrum und auch die relativ lange
Retentionszeit des Sesquiterpenhauptprodukts von TPS7-B73 deuten auf einen Alkohol
hin. Tatséchlich ist das Spektrum sehr dhnlich dem Spektrum von 1,6-Germacradien-5-ol
[JOULAIN & LAURENT, 1989]. Die Strukturformel dieses Terpens ist in Abb. 3.8.B
gezeigt. Da allerdings kein entsprechender Standard zur Verfiligung stand und es weitere
dhnliche Spektren gibt (z.B. 1-endo-Bourbonanol [SURBURG & KOPSEL, 1989)), ist die
Identitét dieser Substanz weiterhin unklar.
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Abb. 3.8 Massenspektrum des Sesquiterpenhauptprodukts von TPS6-B73 (A) und TPS7-B73 (B). In
den zur Verfiigung stehenden Massenspektrenbibliotheken wurden keine zu Spektrum A &hnlichen Eintrége
gefunden. Das Massenspektrum B ist sehr dhnlich dem Massenspektrum von 1,6-Germacradien-5-ol.

Um zu kldren, ob die beobachtete Produktvielfalt allein auf die jeweilige Terpensynthase
zurlickzufithren ist oder ob eventuell E. coli-Enzyme im bakteriellen Rohextrakt das
Produktspektrum beeinflussten, wurden Fusionsproteine mit N- oder C-terminaler His-
Markierung (tag) zur vereinfachten Proteinreinigung hergestellt. Dazu wurden die Gene
tps4-B73 und tps7-B73 als EcoRl/Notl- bzw. Ncol/Notl-Fragment in den Vektor pHIS8-3
(N-terminaler His-tag) inseriert und als Ncol/BamHI-Fragment in den Vektor pQE60 (C-
terminaler His-tag) kloniert. Nach heterologer Expression in E. coli wurden die Proteine
iiber Affinitdtschromatographie aus dem bakteriellen Rohextrakt gereinigt und in Enzym-
Substrat-Reaktionen funktionell charakterisiert. Im Falle von TPS7 gelang es trotz
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mehrmaliger Versuche nicht, ein aktives Fusionsprotein mit C-terminalem His-tag zu
erhalten. Alle anderen Fusionsproteine zeigten sowohl als ungereinigtes Protein im
bakteriellen Rohextrakt als auch als gereinigtes Protein eine identische Enzymaktivitét
(Abb. 3.9). Dabei war es unerheblich, ob der His-Tag durch Thrombin-Behandlung
wihrend der Reinigungsprozedur abgespalten wurde oder nicht. Diese Experimente
belegen, dass die beobachteten Terpenprodukte direkt von den Terpensynthasen gebildet
und nicht durch bakterielle Enzyme im Rohextrakt beeinflusst wurden. Mit Ausnahme der
C-terminalen TPS7-B73-His-Fusion hatte auch der His-Tag keinen Einfluss auf die
Enzymaktivitit.
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Abb. 3.9 Vergleich der Produktspektren von gereinigten und ungereinigten TPS4-B73. Das Gen tps4-
B73 wurde in den Vektor pHIS8-3 kloniert, als Fusionsprotein mit N-terminalem HIS-Tag in E. coli
exprimiert und mittels Affinitdtschromatographie und anschlieBender Gelfiltration gereinigt. Um einen
eventuellen Einfluss des His-tags auf die Enzymaktivitit auszuschlieBen, wurde dieser durch Thrombin-
Behandlung vor dem Gelfiltrationsschritt abgetrennt. Das SDS-Gel A dokumentiert die einzelnen
Reinigungsschritte: (E): bakterieller Rohextrakt, (D1) und (D2): Durchlauf 1 und 2 der Ni-NTA-Séule, (W1)
und (W2): Waschschritte 1 und 2 der Ni-NTA-Sdule, (M): Marker, (F1) bis (F3): Elutionsfraktionen 1 bis 3
der Gelfiltration iiber Superdex200-Saule. Im GC-MS-Chromatogramm B (DB-WAX) sind die TPS4-B73-
Sesquiterpenprodukte eines mit FPP inkubierten bakteriellen Rohextraktes zu sehen. Chromatogramm C
zeigt die Sesquiterpenprodukte des gereinigten Enzyms TPS4-B73. Die mit GC aufgetrennten Terpene sind
entsprechend der Abbildung 3.7.A markiert.

3.3 Die Sesquiterpensynthase TPS4-B73

3.3.1 Die Sesquiterpenprodukte von TPS4-B73 sind ein Hauptbestandteil der
STKW adulter B73-Pflanzen

Ein Vergleich der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe von B73 mit den Produktspektren der in
dieser Arbeit identifizierten Terpensynthasen ergab, dass das Terpenmuster der Gruppe D
adulter Pflanzen dem Sesquiterpenproduktspektrum von TPS4-B73 entsprach. Es ist daher
sehr wahrscheinlich, dass die Terpene der Gruppe D auch in vivo von TPS4-B73 gebildet
werden. TPS4-B73 katalysierte zusdtzlich zur Synthese der Gruppe D-Terpene die Bildung
geringer Mengen (E)-a-Bergamoten und (E)-B-Farnesen. Da diese aber die Hauptterpene
der Gruppe A waren, konnte ihr Anteil am Terpenmuster von Gruppe D nicht erkannt
werden. Die Terpensynthase TPS5-B73 bildete in vitro geringe Mengen der Sesquiterpene
B-Bisabolen und Sesquithujen. Um zu testen, ob dieses Enzym an der Biosynthese der
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Terpene von Gruppe D beteiligt ist, wurde die Sesquiterpenemission einer homozygoten
Transposoninsertionsmutante von TPS5-B73 analysiert. Da diese Mutante kein im
Vergleich zum Wildtyp verdndertes Sesquiterpenproduktspektrum aufwies (Christiane
Schnee, pers. Mitteilung), ist anzunehmen, dass TPS5-B73 keinen Anteil an der Bildung
dieser Substanzen in adulten Pflanzen hat.
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Abb. 3.10 Vergleich der Sesquiterpenprodukte von TPS4-B73 (A) mit den von adulten B73-Pflanzen
emittierten Sesquiterpenen (B). Das GC-MS-Chromatogramm A zeigt die in vitro-Sesquiterpenprodukte
von TPS4-B73. Die mittels Duftsammlung von B73-Lieschbléttern gewonnenen STKW sind im GC-MS-
Chromatogramm B zu sehen. Die Bezeichnung der Peaks erfolgte wie bei Abbildung 3.7.A.

Die Monoterpenprodukte von TPS4-B73 wurden mit Ausnahme von Limonen und
Linalool nicht von Bléttern oder Lieschblittern ausgewachsener Maispflanzen emittiert.
Diese Tatsache sowie das offensichtliche Fehlen eines Signalpeptides lassen den Schluss
zu, dass TPS4-B73 in vivo im Cytosol als Sesquiterpensynthase fungiert.

3.3.2 Stereochemische Analyse der Hauptprodukte

Betrachtet man die Strukturformeln der auf einer DB-WAX-Sdule chromatographisch
voneinander getrennten Sesquiterpenprodukte von TPS4-B73, so stellt man fest, dass zwei
Stereoisomerenpaare gebildet wurden: die Diastereomere Sesquithujen und 7-epi-
Sesquithujen sowie Sesquisabinen A und Sesquisabinen B (s. Abb. 3.6.A). Weiterhin
findet man das Isomerenpaar (E)- und (Z)-o-Bergamoten. Auffillig ist, dass in jedem
dieser Paare das Mengenverhéltnis zugunsten eines der beiden Isomere verschoben ist, es
also keine racemische Verteilung gibt. Die von TPS4-B73 gebildeten Terpene B-Bisabolen,
Limonen, Sabinen und Linalool sind ebenfalls chirale Substanzen. Die mdglichen
Enantiomerenpaare konnen aber, im Gegensatz zu Diastereomeren oder Isomeren, nicht
auf herkdmmlichen Chromatographiesdulen getrennt werden.

Aus fritheren Arbeiten ist bekannt, dass die durch Terpensynthasen katalysierten
Reaktionen von FPP zu komplexen Mono- und Sesquiterpenen iiber mehrere Carbokation-
Zwischenstufen ablaufen [CANE, 1990]. Es war daher zu vermuten, dass die fiir TPS4-
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B73 beobachteten Mengenverhéltnisse innerhalb der einzelnen Diastereomerenpaare auf
einem gemeinsamen, friihen Reaktionsschritt in der katalytischen Kaskade beruhen
konnten, welcher zur Bildung zweier zueinander stereoisomerer Intermediate fiihrt. In
diesem Falle sollten aber auch die Enantiomerenpaare &hnliche Mengenverhéltnisse
aufweisen. Daher wurde versucht, Enantiomere mit chiraler GC zu trennen, um weitere

Hinweise fur diese These zu erhalten.
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Abb. 3.11 Stereochemische Analyse einiger Mono- und Sesquiterpenprodukte von TPS4-B73. Das
Protein wurde in E. coli exprimiert, partiell gereinigt und mit FPP und GPP inkubiert. Die Trennung und
Detektion der Terpenprodukte erfolgte mittels GC-MS (Heptakis(6-O-tert-butyldimethylsilyl-2,3-di-O-
methyl)-B-Cyclodextrin-Séule). Zur Identifizierung der einzelnen Substanzen wurden die Retentionszeiten
und Massenspektren dieser Terpene mit denen von authentischen Standards verglichen.

Abbildung 3.11 zeigt, dass entgegen den Erwartungen [-Bisabolen und Limonen
stereospezifisch gebildet wurden. In beiden Féllen konnte nur das (S)-Enantiomer
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gefunden werden. Sabinen wurde dagegen als Racemat produziert, und die beiden
Linalool-Enantiomere traten etwa im Verhéltnis 10:1 (R:S) auf.

Die Enantiomere der Nebenprodukte f-Curcumen und y-Curcumen konnten mit der zur
Verfiigung stehenden chiralen Séule nicht bis zur Basislinie voneinander getrennt werden.
Die ansatzweise Trennung (Daten nicht gezeigt) lieB aber erkennen, dass jeweils beide
Formen in dhnlichen Mengenverhiltnissen wie die Diastereomere Sesquithujen und 7-epi-
Sesquithujen sowie Sesquisabinen A und Sesquisabinen B gebildet wurden (Tab. 3.1). Die
Identifizierung der Enantiomere war nicht moglich, da in der Literatur keine Angaben zur
Trennung zu finden waren und keine geeigneten Standards zur Verfligung standen.

3.3.3 Biochemische Charakterisierung

Uber die biochemischen Eigenschaften von Terpensynthasen aus Monocotyledonen ist
bisher erst wenig bekannt. Daher sollten die grundlegenden enzymatischen Merkmale der
Maisterpensynthase TPS4-B73 untersucht werden.
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Abb. 3.12 Bestimmung des Molekulargewichtes von TPS4-B73. Das rekombinante Protein wurde mittels
Gelfiltration (Superdex200-Sdule) separiert. Die Balken représentieren die Terpensynthaseaktivititen der
Elutionsfraktionen und die Eichgerade gibt die Molekulargewichte der Proteine in den einzelnen Fraktionen
an.

Fiir das heterolog exprimierte Protein TPS4 konnte iiber Gelfiltrationschromatographie ein
Molekulargewicht von 66 + 5 kDa ermittelt werden (Abb. 3.12). Dies stimmte mit dem aus
der Aminosduresequenz berechneten Wert von 63,9 kDa iiberein. Somit war anzunehmen,
dass das in E. coli exprimierte Protein nach der Translation nicht signifikant prozessiert
oder modifiziert wurde. Im Gegensatz zur Maisterpensynthase TPS1, bei der die Bildung
eines Homodimers beobachtet wurde [SCHNEE et al., 2002], erfolgte im Falle von TPS4-
B73 offenbar keine Dimerisierung.

Das pH-Optimum von TPS4-B73 lag im fiir Terpensynthasen typischen Bereich um pH 7.0
(Abb. 3.13). Die Halbmaxima befanden sich bei pH 6.3 und pH 8.2. Da es im gesamten
getesteten pH-Bereich keine Verdnderungen in der Terpenbildung gab, kann man davon
ausgehen, dass die verschiedenen pH-Werte keinen Einfluss auf die Produktspezifitit des
Enzyms hatten.
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Abb. 3.13 pH-Abhiingigkeit der Enzymaktivitit. Das in E. coli exprimierte und iber Affinitdts-
chromatographie gereinigte Protein wurde in verschiedenen Puffersystemen mit FPP inkubiert. Die Analyse
der Reaktionsprodukte erfolgte mittels GC-MS (DB-WAX). Als MaB fiir die Enzymaktivitdt wurden die
Peakfldchen aller gebildeten Sesquiterpene miteinander addiert.

Die fiir FPP und GPP ermittelten K,,-Werte von 1,1 und 0,9 (Abb. 3.14.A und B) lagen im
Bereich der K,,-Werte anderer Terpensynthasen pflanzlichen Ursprungs. Die Sesquiterpen-
aktivitdt im Substratséttigungsbereich war etwa vierfach hoher als die Monoterpenaktivitit.
Dies ist ein weiterer Hinweis dafiir, dass 7PS4-B73 in vivo eine Sesquiterpensynthase ist.
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Abb. 3.14 Bestimmung der K,-Werte fiir die Substrate FPP (A) und GPP (B) und die Cofaktoren
Magnesium (C) und Mangan (D). Nach Inkubation des heterolog exprimierten und partiell gereinigten
Protein TPS4-B73 mit den Tritium-markierten Substraten FPP und GPP wurden die Reaktionsprodukte mit
Pentan aus der wéssrigen Phase extrahiert und im Szintillationszéhler quantifiziert. Die Kalkulation der K-
Werte erfolgte iiber lineare Regression nach Lineweaver-Burk. Die Bestimmung der K, -Werte fiir die
Cofaktoren wurde bei einer FPP-Konzentration von 0,5 uM wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Da Terpensynthasen im allgemeinen ein divalentes Metallion als Cofaktor benétigen
[BOHLMANN et al., 1998A], wurden acht verschiedene potentielle Metall-Cofaktoren in
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zwei verschiedenen Konzentrationen getestet (Abb. 3.15). Eine nennenswerte
Enzymaktivitdt war nur in der Gegenwart von Magnesium und Mangan zu beobachten.
Der fiir Magnesium bestimmte K,,-Wert war etwa 300fach groBer als der entsprechende
K-Wert fiir Mangan (Abb. 3.14 C und D). Die relative Enzymaktivitit in Gegenwart von
Magnesium war im Vergleich zu Mangan allerdings doppelt so hoch (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15 Abhingigkeit der Enzymaktivitit von verschiedenen Metall-Cofaktoren. Das heterolog
exprimierte und partiell gereinigte Protein TPS4-B73 wurde mit Tritium-markierten FPP und dem jeweiligen
Cofaktor inkubiert. Die Bestimmung der relativen Enzymaktivitit erfolgte durch Messung der Radioaktivitét
der mit Pentan aus der wissrigen Phase extrahierten Sesquiterpenprodukte.

Die Art des Metall-Cofaktors bestimmte nicht nur die Gesamtenzymaktivitit (Abb. 3.15)
sondern auch die Produktspezifitit. In Abbildung 3.16 ist zu erkennen, dass in Gegenwart
von Mangan das azyklische (E)-B-Farnesen relativ zu den zyklischen Sesquiterpen-
produkten in grofBerer Menge gebildet wurde.
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Abb. 3.16 Einfluss der Cofaktoren Magnesium und Mangan auf die Produktspezifitiit von TPS4-B73.
Das in E. coli exprimierte und partiell gereinigte Protein wurde mit FPP in Anwesenheit von
Magnesiumchlorid oder Manganchlorid inkubiert. Die Extraktion und Analyse der Reaktionsprodukte
erfolgte durch SPME und GC-FID. (1): 7-epi-Sesquithujen, (2): Sesquithujen, (3): (£)-a-Bergamoten, (4):
(E)-a-Bergamoten, (5): Sesquisabinen A, (6): Sesquisabinen B, (7): (E)-B-Farnesen, (8): B-Bisabolen
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3.4 Untersuchung der molekularen Grundlagen der Terpenbiosynthese und ihrer
genetischen Variabilitat am Beispiel von TPS4 und TPS5

3.4.1 Klonierung und Charakterisierung der Gene #ps4 und #ps5 aus Delprim

Fir Untersuchungen zum Einfluss abiotischer und biotischer Faktoren auf die
Terpenemission in Mais wurde in den letzten Jahren hauptsdchlich die Maishybridlinie
Delprim verwendet. Es liegen daher detaillierte Ergebnisse zum Terpengehalt junger
Sdmlinge vor [GOUINGUENE et al., 2001; GOUINGUENE & TURLINGS, 2002;
GOUINGUENE et al., 2003; SCHMELZ et al., 2003]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
erstmals die Terpenemission adulter Delprim-Pflanzen analysiert. Ein Vergleich der
STKW-Fraktionen von Lieschblittern der Kultivare Delprim und B73 zeigte, dass zwar
beide Varietdten identische Terpene freisetzten, es aber Unterschiede im Stereoisomeren-
verhiltniss von 7-epi-Sesquithujen und Sesquithujen, Sesquisabinen A und Sesquisabinen
B sowie (E)-a-Bergamoten und (Z)-a-Bergamoten gab. So waren in B73 7-epi-
Sesquithujen, Sesquisabinen A und (E)-a-Bergamoten die Hauptkomponenten des
jeweiligen Isomerenpaares, wihrend in Delprim die Isomere Sesquithujen, Sesquisabinen
B und (Z)-a-Bergamoten die Stereoisomerenpaare dominierten (Abb. 3.18).

In B73 werden die Hauptkomponenten im Duftspektrum der Lieschblitter offensichtlich
von TPS4-B73 gebildet (s. Kapitel 3.3.1). Das mit 98% Aminosiureidentitit nahverwandte
TPS5-B73 produzierte zwar auch einige der TPS4-Produkte, ist aber aufgrund der geringen
katalytischen Aktivitdt vermutlich nicht an der Produktion der von B73 emittierten
Terpene beteiligt. Da aber die zwei von TPS5-B73 gebildeten Terpene B-Bisabolen und
Sesquithujen im Kultivar Delprim die Hauptkomponenten des Duftspektrums der
Lieschblitter waren, wurde vermutet, dass in Delprim ein entsprechendes Allel TPS5-Del
mit hoherer Aktivitdt als TPS5-B73 fiir deren Bildung verantwortlich sein konnte.

Mittels der schon fiir die Klonierung von #ps4-B73 verwendeten Oligonukleotide (s. Tab.
2.4) konnte aus einer cDNA-Bank von Lieschblittern der Varietit Delprim ein DNA-
Fragment von etwa 1670 bp Lénge isoliert werden. Dieses wurde nach BspMI-Verdau in
den mit Bsal linearisierten Vektor pASK-IBA7 inseriert. Die Sequenzierung mehrerer
Klone ergab, dass insgesamt drei unterschiedliche offene Leserahmen mit sehr hoher
Sequenzédhnlichkeit zueinander amplifiziert wurden. In Abbildung 3.17 ist ein Vergleich
der durch diese Leserahmen kodierten Aminosduresequenzen dargestellt. Das auffélligste
Unterscheidungsmerkmal der Proteine TPS4-B73 und TPS5-B73 war der Austausch von je
vier Aminosduren zwischen den Resten 407 und 411 in der C-terminalen Doméne. In
TPS4-B73 fand sich hier das Motiv ,,TIATI* wéahrend in TPS5-B73 das Motiv ,,SIGAN*
vorlag. Auf Grund dieser Motive wurden zwei der aus Delprim isolierten Sequenzen als
allelische Variation dem Gen ps5 (tps5-Dell, Accession-Nr.: AY518313; tps5-Del2,
Accession Nr. AY518314) und eine dem Gen tps4 (tps4-Del, Accession Nr. AY518312)
zugeordnet. Eine Leserahmenmutation in #ps4-Del bei Nukleotid 1321 fiihrte zur
Verdnderung der Aminosduresequenz und zur frithen Termination des Proteins an Position
461. Damit fehlte ein groBer Teil der fiir die katalytische Aktivitit wichtigen C-terminalen
Domaéne, so dass dieses Protein inaktiv war.
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Abb. 3.17 Vergleich der Aminosiuresequenzen von TPS4-B73, TPS5-B73, TPS4-Dell, TPS5-Dell und
TPS5-Del2. Die Abbildung zeigt ein Alignment der B73- und Delprim-Allele von TPS4 und TPS5 sowie
der 5-epi-Aristolochensynthase (TEAS) aus N. tabacum. Schwarz hinterlegte Aminosduren sind in
mindestens drei der sechs Sequenzen identisch. Das hochkonservierte ,,DDxxD*“-Motiv ist hervorgehoben.
Die Leserahmenverschiebung in TPS4-Del! ist durch einen schwarzen Kreis gekennzeichnet. Sternchen (*)
markieren die Aminosduren, die fiir die Inaktivitdt von TPS5-B73 verantwortlich sind (s. 3.5.1.2). Das die
Stereospezifitdt von TPS4 und TPS5 bestimmende ,, TIATI- bzw. ,,SIGAN“-Motiv ist durch ,+“-Zeichen
hervorgehoben (s. 3.5.1.1). Mit ,,!*“-Zeichen versehene Aminoséuren sind am Aufbau des aktiven Zentrums
von TEAS beteiligt [STARKS et al., 1997].
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Die beiden Isoallele TPS5-Dell und TPS5-Del2 besallen auf Aminosdureebene 98,2 bzw.
99,5% Identitdt zu TPS5-B73. Zur funktionellen Charakterisierung wurden sie in E. coli
exprimiert, partiell gereinigt und mit den Substraten FPP und GPP analysiert. Die von
TPS5-Dell gebildeten Mono- und Sesquiterpene stimmten mit den Enzymprodukten von
TPS4-B73 (Tabelle 3.1) iiberein und zeigten die erwarteten Unterschiede in der Verteilung
der Stereoisomere. So wurde im Gegensatz zu TPS4-B73 als Hauptprodukt Sesquithujen
gebildet. Die Hauptkomponenten der anderen Isomerenpaare waren Sesquisabinen B und
(£)-a-Bergamoten.
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Abb. 3.18 Die Sesquiterpenprodukte von TPS4 und TPS5 sind Bestandteil der von adulten B73- und
Delprim-Pflanzen emittierten Sesquiterpenkohlenwasserstoffe. (A): Vergleich der Enzymprodukte von
TPS4-B73 mit den von Lieschblittern der Inzuchtlinie B73 emittierten Sesquiterpenen: das heterolog
exprimierte Protein wurde partiell gereinigt und mit FPP inkubiert. Die Extraktion und Analyse der Terpene
erfolgte mittels SPME und GC-MS (DB-WAX, TIC). Die durch Duftsammlung gewonnenen Sesquiterpene
von Lieschbléttern adulter B73-Pflanzen wurden durch GC-MS (DB-WAX, TIC) separiert und identifiziert.
(B): Vergleich der Enzymprodukte von TPS5-Del/ mit den von Lieschbléttern der Hybridlinie Delprim
emittierten Sesquiterpenen. (1): 7-epi-Sesquithujen, (2): Sesquithujen, (3): (2)-a-Bergamoten, (4): (E)-o-
Bergamoten, (5): Sesquisabinen A, (6): Sesquisabinen B, (7): (E)-p-Farnesen, (8): -Bisabolen

Das in Abbildung 3.18.B dargestellte in vitro-Produktspektrum von TPS5-Dell enthilt alle
Hauptkomponenten des von Delprim emittierten Terpengemischs. TPS5-Dell scheint
daher maligeblich an der Biosynthese der von adulten Delprim-Pflanzen gebildeten
Sesquiterpene beteiligt zu sein. Das zweite aus Delprim isolierte Allel TPS5-Del2
unterschied sich in drei Aminosduren von TPS5-B73 und war wie dieses ebenfalls
praktisch inaktiv. Die Produkte Sesquithujen und B-Bisabolen konnten lediglich in Spuren
nachgewiesen werden.

In Tabelle 3.1 sind alle von TPS4 und TPS5 produzierten Sesquiterpenkohlenwasserstoffe
mit ihren prozentualen Anteil am Gesamtprodukt aufgelistet und gegeniibergestellt. Die
stereochemische Analyse der von TPS5 gebildeten Enantiomere erfolgte wie in Kapitel
3.3.2 fiur TPS4 beschrieben. Deutlich zu erkennen ist, dass die Enantiomerenverhéltnisse
von B- und y-Curcumen ebenso umgekehrt waren wie die Diastereomerenverhiltnisse der
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Sesquithujene und Sesquisabinene. Dagegen wurde [(-Bisabolen auch von TPS5
ausschlieBlich als (S)-Enantiomer gebildet. Im Duftspektrum adulter B73- und Delprim-
Pflanzen konnte ebenfalls nur das (S)-Enantiomer von B-Bisabolen gefunden werden
(Daten nicht gezeigt).

Tab. 3.1 STKW-Produkte der Maisterpensynthasen TPS4-B73 und TPS5-Dell. Die von TPS4-B73 und
TPS5-Dell gebildeten STKW sind mit ihrem prozentualen Anteil am Gesamtprodukt aufgelistet. Mit (*)
markierte Substanzen worden nur anhand der Massenspektren identifiziert. Die mit (#) gekennzeichneten [3-
und y-Curcumene konnten zwar als Enantiomere ansatzweise getrennt, aber in ihrer absoluten Konfiguration
nicht eindeutig bestimmt werden. Die jeweiligen Hauptprodukte der Terpensynthasen sind schwarz unterlegt
dargestellt.

Sesquiterpen- TPS4-B73 TPS5-Dell
Kohlenwasserstoff [%] [%]
S-B-Bisabolen 29,1 26,7
7-epi-Sesquithujen 24,4 2,1
(E)-B-Farnesen 9,3 13,3
B-Curcumen # 5,7 0,7
Sesquithujen 5,6 28,3
v-Curcumen # 33 0,9
(E)-a-Bergamoten 2,6 0,6
a-Farnesen * 2,6 2,1
(Z)-y-Bisabolen 2,3 0
Sesquisabinen A 2,1 0,5
(Z2)-a-Bisabolen * 2,1 1.4
(E)-y-Bisabolen 1,7 1,6
(Z2)-a-Bergamoten 1,5 2,4
Zingiberen 1,2 1,5
B-Sesquiphellandren 1,0 1,2
unbekannt 1 1,0 0,4
Sesquisabinen B 0,9 4,6
unbekannt 2 0,9 0,6
v-Curcumen # 0,8 3,7
unbekannt 3 0,7 0,4
B-Curcumen # 0,6 5,9
unbekannt 4 0,4 0,5
unbekannt 5 0,3 0,5

Die absolute Konfiguration der von TPS4 und TPS5 gebildeten Substanzen (FE)-o-
Bergamoten und (Z)-a-Bergamoten konnte nicht zweifelsfrei bestimmt werden. In der
Literatur sind zwar Angaben zur Trennung vorhanden [SARITAS et al, 1998], die
beschriebene chirale Sdule stand jedoch nicht zur Verfiigung. Auf der verwendeten Séule
(Heptakis(6-O-tert-butyldimethylsilyl-2,3-di-O-methyl)-B-Cyclodextrin) ~ stimmten  die
Retentionszeiten dieser Terpenprodukte mit denen der (-)-Enantiomere aus dem
Opoponaxdl tiberein. Aufgrund des Fehlens von racemischen Standards ist es aber nicht
sicher, ob iiberhaupt eine Trennung unter diesen Bedingungen und auf dieser Sdule
erfolgte.
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3.4.2 Ein hypothetischer Reaktionsmechanismus fiir TPS4 und TPS5

Die von Terpensynthasen katalysierten Reaktionen verlaufen im Allgemeinen iiber eine

Serie hochreaktiver carbokationischer Intermediate [CANE, 1990; COLBY et al., 1993;

RISING et al., 2000]. Die Reaktion wird durch Abspaltung eines Protons oder durch die

Anlagerung einer nukleophilen Gruppe gestoppt und resultiert oft in der Bildung mehrerer
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Abb. 3.19 Der hypothetische Reaktionsmechanismus von TPS4 und TPSS. Fir die mit (¥*)
gekennzeichneten Verbindungen ist die absolute Konfiguration nicht bekannt. Die in diesem Schema
vorgeschlagenen Konfigurationen ergeben sich aus dem Reaktionsmechanismus. Mit (**) markierte
Stereoisomere wurden nicht voneinander getrennt.

Um die unterschiedliche Stereospezifitit von TPS4 und TPS5 besser verstehen zu konnen,
wurde ein hypothetischer Reaktionsmechanismus fiir beide Enzyme aufgestellt (Abb.
3.19). Die azyclischen Produkte (F)-p-Farnesen und Nerolidol werden direkt nach
Abspaltung des Pyrophosphatrests des FPP durch Deprotonierung oder Wasseranlagerung
gebildet. Der Hauptteil des (E)-Farnesylkations wird jedoch iiber die Bildung des (E)-
Nerolidyldiphosphates und Isomerisierung zum (Z)-Nerolidyldiphosphat in die (Z)-Form
umgewandelt. Die aus dem elektrophilen Angriff von C1 auf die Doppelbindung zwischen
C6 und C7 resultierende 1,6-Zyklisierung fiihrt zur Bildung der Bisabolylkation-
Enantiomere. Durch Eliminierung eines Protons an C14 des (S)-Bisabolylkation entsteht
(S)-B-Bisabolen, eines der Hauptprodukte beider Enzyme. Die entsprechende
Deprotonierung des (R)-Enantiomers ist offensichtlich nicht moglich, da weder im
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Produktspektrum von TPS4 noch in dem von TPS5 (R)-B-Bisabolen gefunden wurde
(s.auch 3.4.1). Uber eine 6,7-Hydridverschiebung, eine 2,6-Zyklisierung und
anschlieBende Deprotonierung entsteht aus dem (S)-Bisabolylkation das TPS5-Haupt-
produkt Sesquithujen. Ein analoger Mechanismus, ausgehend vom (R)-Bisabolylkation,
fihrt zur Bildung von 7-epi-Sesquithujen.  Alle anderen Produkte werden {iber
verschiedene Hydridverschiebungen, Umlagerungen und Zyklisierungen ebenfalls aus den
beiden Bisabolylintermediaten gebildet.

Die absolute Konfiguration von Sesquisabinen A und Sesquisabinen B ist nicht bekannt.
Der vorgeschlagene Reaktionsmechanismus und die von beiden Enzymen gebildeten
Mengenverhéltnisse dieser Verbindungen im Vergleich zu Sesquithujen und 7-epi-
Sesquithujen (Tab. 3.1) deuten aber darauf hin, dass Sesquisabinen A das (7S)- und
Sesquisabinen B das (7R)-Isomer ist.

3.4.3 Transkriptanalyse von #ps4/5 in verschiedenen Maisgeweben

Die in dieser Arbeit beschriebenen Allele von #ps4 und #ps5 wurden aus cDNA-Banken
isoliert. Dies bedeutet, dass alle Allele, auch die, welche inaktive Proteine kodieren,
transkribiert werden. Um mehr {iber die Regulation der Expression von #ps4 und tps5 zu
erfahren, wurde die Transkriptakkumulation in verschiedenen Geweben vor und nach
Herbivorinduktion gemessen.
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Abb. 3.20 Transkriptanalyse von #ps4 und #ps5 in den Kultivaren B73 und Delprim. (A):
Transkriptkonzentration von #ps4 und fps5 in verschiedenen Organen und Entwicklungsstadien von
unverletzten (-) bzw. herbivor-induzierten (+) Mais. Die RNA wurde aus vierzehn Tage alten Sdmlingen der
Kultivare B73 und Delprim bzw. aus adulten Pflanzen isoliert, auf eine Nylonmembran transferiert und mit
einer radioaktiv markierten Sonde, die sowohl an #ps4 als auch an #ps5 bindet, hybridisiert. Die oberen Teile
der Abbildung zeigen jeweils die Autoradiogramme, in den unteren Teilen ist die mit Ethidiumbromid
gefarbte 28s RNA im Agarosegel als Ladekontrolle gezeigt. (B): Transkriptkonzentration von ¢ps4 und tps5
in den dufBeren (griinen) und inneren (gelben) Lieschbléttern sowie in den Kolbenbléttern eines Maiskolbens
der Hybridlinie Delprim.

In RNA-Hybridisierungsexperimenten mit einer Sonde, die sowohl mit #ps4 als auch mit
tps5 hybridisierte, wurde in beiden Maislinien eine erhohte Transkriptakkumulation in
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Lieschblittern festgestellt (Abb. 3.20.A). Dies korreliert sehr gut mit der hohen Emission
der durch TPS4-B73 gebildeten Terpene in Lieschblittern des Kultivars B73. Eine
detaillierte Analyse der verschiedenen Lieschblitter der Hybridlinie Delprim ergab, dass in
den dufleren, griinen Lieschbléttern eine hohere Transkriptkonzentration vorlag als in den
inneren, gelben Lieschblittern (Abb. 3.20.B). Die als Verlingerung der Lieschblitter
gebildeten Kolbenbldtter haben die gleiche Morphologie wie Maisblatter adulter Pflanzen.
Die Transkriptkonzentration in diesem Gewebe war sehr gering und entsprach in etwa der
Konzentration, die im Gewebe normaler Blitter gemessen wurde. In jungen Pflanzen
konnten #ps4/tps5-Transkripte, mit Ausnahme des Stengels induzierter B73-Samlinge, nur
in geringer Konzentration im induzierten Blattgewebe nachgewiesen werden. Da in den
Bldttern und der SproBachse von jungen induzierten B73-Pflanzen keine dem
Produktspektrum von TPS4/5 entsprechenden Terpenprofile gefunden wurden, muss
angenommen werden, dass hier die Genexpression in einem spéteren Schritt blockiert war
oder dass das inaktive TPS5-B73 exprimiert wurde.

3.4.4 Expression der Terpensynthasen TPS4 und TPSS in Arabidopsis thaliana

Die von TPS4 und TPS5 in vitro gebildeten Sesquiterpene waren mit den
Hauptkomponenten des Sesquiterpenspektrums von Lieschblittern der Kultivare B73 und
Delprim identisch (Abb. 3.18). Weiterhin zeigte die Transkriptanalyse von tps4 und #ps5 in
verschiedenen Maisorganen, dass die Gene spezifisch in den Lieschblittern transkribiert
wurden (Abb. 3.20). Deshalb ist anzunehmen, dass TPS4 und TPSS5 fiir die Biosynthese
der entsprechenden Terpene in den Lieschblittern von B73 bzw. Delprim verantwortlich
sind. Ein direkter Beweis fiir diese Annahme wére eine phénotypische Verédnderung im
Sesquiterpenspektrum nach dem Ausschalten beider Gene durch z.B. Transposoninsertion.
Leider erbrachte aber der Versuch der Identifizierung einer Insertionsmutante in einer
Transposoninsertionsbibliothek in B73 durch PCR-Methoden nur eine Mutante mit
unterbrochenen ps5-B73-Leserahmen (Christiane Schnee, pers. Mitteilung). Da die durch
dieses Gen kodierte Terpensynthase praktisch keine in vitro-Aktivitit besal (Kapitel
3.2.2), konnten keine phdnotypischen Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante
festgestellt werden. Um dennoch die Funktionalitdt der Terpensynthasen TPS4 und TPSS5
in vivo testen zu konnen, wurde versucht, beide Gene in Arabidopsis zu exprimieren. Eine
homologe Expression in Mais war aufgrund des Zeitaufwandes filir die stabile
Transformation dieser Spezies nicht moglich.

Die Gene tps4-B73 und tps5-Dell wurden als BamHI/Sstl-Fragmente in den Vektor
pBIN420 eingefiigt und liber Agrobakterien-vermittelte Transformation in das Genom von
Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia (Col-0) inseriert. Transformierte Pflanzen wurden
unter Langtagbedingungen kultiviert und im Rosettenstadium durch Duftsammlung
phénotypisch untersucht. In diesem Entwicklungsstadium produziert Arabidopsis praktisch
keine eigenen Sesquiterpene [CHEN ef al., 2003].

Fir TPS4-B73 wurden keine Transformanten mit ausgebildetem Phanotyp gefunden.
Dagegen konnten eine Vielzahl von TPS5-Dell-Transformanten identifiziert werden, die
die Sesquiterpenprodukte dieses Enzyms bildeten. In Abbildung 3.21 ist das
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Sesquiterpenprofil einer mit tps5-Dell transformierten Arabidopsis-Pflanze im Vergleich
zum Wildtyp dargestellt. Die emittierten Terpene waren identisch mit den in vitro-
Enzymprodukten von TPSS5. Allerdings fiel auf, dass, im von der Pflanze abgegeben
Spektrum, kein (E)-pB-Farnesen vorhanden war.
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Abb. 3.21 Sesquiterpenspektrum einer mit tps5-Dell transformierten Arabidopsis thaliana-Pflanze.
Pflanzen von A. thaliana Okotyp Columbia (Col-0) wurden mittels Agrobacterium tumefaciens mit tpsS5-
Dell transformiert. Die phénotypische Charakterisierung erfolgte durch Duftsammlung (,,closed loop
collection“-Methode). Die emittierten Sesquiterpene wurden mit GC-MS analysiert (GC-Saule: DB5-MS).
Dargestellt sind die GC-Chromatogramme der Duftspektren von Transformante (A) und Wildtyp (B). (1): 7-
epi-Sesquithujen, (2): Sesquithujen, (3): (£)-a-Bergamoten, (4): (E)-a-Bergamoten, (5): Sesquisabinen A,
(6): Sesquisabinen B, (8): B-Bisabolen.

3.5 Struktur-Funktionsanalysen in Maisterpensynthasen
3.5.1 Untersuchungen an TPS4 und TPS5

3.5.1.1 Vier Aminosiuren im aktiven Zentrum bestimmen die Stereoselektivitit von
TPS4 und TPS5

Die Maisterpensynthasen TPS4-B73 und TPS5-Dell sind auf Aminosidureebene zu 98%
identisch. Trotz dieser groBen Ahnlichkeit besitzen sie eine unterschiedliche
Stereoselektivitdt, d.h. sie bilden gegensétzliche Enantiomere, Diastereomere und Isomere.
Um die strukturellen Grundlagen dieses Effekts verstehen zu kdénnen, war es notig, die
Aminosduren zu identifizieren, die die Stereoselektivitit der Enzyme bestimmen. Dazu
wurden die dreidimensionalen Strukturen von TPS4 und TPS5 am Computer modelliert
und analysiert. Aufgrund der groBen strukturellen Ahnlichkeiten aller bisher aufgeklirten
3D-Strukturen von Terpensynthasen [PANDIT et al., 2000; RYNKIEWICZ et al., 2001]
ist es moglich, als Matrize fiir die Modellierung auch Proteine mit relativ geringer
Sequenzdhnlichkeit einzusetzen. Die 5-epi-Aristolochensynthase aus N. ftabacum
[FACCHINI & CHAPPEL, 1992] ist auf Aminosdureebene zu etwa 37% identisch mit
TPS4/5. Der Sequenzvergleich in Abb. 3.4 zeigt, dass keine groBeren Liicken in der
Sequenz vorhanden sind. Daher wurde die Struktur dieses Enzyms [STARKS et al., 1997]
als Modellierungsvorlage benutzt.
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In den berechneten Strukturmodellen sieht man, dass die Aminosduren 407 bis 411, die in
TPS5 das ,,SIGAN“-Motiv und in TPS4 das , TIATI“-Motiv bilden, am Aufbau des
Bodens einer Tasche in der C-terminalen Doméne beteiligt sind (Abb. 3.25). Diese Tasche
entspricht dem aktiven Zentrum in der dem Modell zugrundeliegenden Struktur der 5-epi-
Aristolochensynthase. Somit war es wahrscheinlich, dass die Tasche das aktive Zentrum
von TPS4 und TPSS darstellt und dass die am Aufbau dieser Tasche beteiligten
Aminosduren prinzipiell die katalytische Aktivitit und die Stereoselektivitdt beeinflussen
konnten. Durch in vitro-Mutagenese wurden daher vier Aminosduren des ,,SIGAN“-
Motivs von TPS5-Dell in die des ,,TIATI“-Motivs umgewandelt. Die Messung der
Enzymaktivitit der Mutanten erfolgte nach heterologer Expression in E. coli.
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Abb. 3.22 Die Stereospezifitit von TPS4 und TPS5 wird durch vier Aminosduren bestimmt. Die
Aminosduren 407, 409, 410 und 411 des ,,SIGAN“-Motivs von TPS5-Dell wurden mittels in vitro-
Mutagenese in die entsprechenden Aminosduren des ,,TIATI“-Motivs umgewandelt. Die mutierten Enzyme
wurden in E. coli exprimiert, partiell gereinigt und mit FPP inkubiert. Die Analyse der Reaktionsprodukte
erfolgte iiber SPME und GC-MS (DB-WAX). (1): 7-epi-Sesquithujen, (2): Sesquithujen, (3): (£)-o-
Bergamoten, (4): (E)-a-Bergamoten, (5): Sesquisabinen A, (6): Sesquisabinen B, (7): (E)-B-Farnesen, (8): B-
Bisabolen.
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Der Austausch der Aminosduren 407, 410 und 411 einzeln oder in Gruppen beeinflusste
nicht die Enzymaktivitit. Der Wechsel von Glycin 409 zu Alanin fiihrte dagegen zu einem
Protein, welches hauptséichlich (S)-p-Bisabolen und nur noch kleinste Mengen der anderen
urspriinglichen Produkte bildete (Abb. 3.22). Der gemeinsame Austausch aller vier
Aminosduren des ,,SIGAN“-Motives resultierte schlieflich in einer zu TPS4 identischen
Enzymaktivitit. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die vier = Aminosduren des
HOIGAN®“- bzw. ,, TIATI“-Motivs die Sterecoselektivitit der Proteine TPS4 und TPSS5
bestimmen.

Bemerkenswert ist, dass alleine der Austausch von Glycin zu Alanin an Position 409, d.h.
das Einfligen einer Methylgruppe, das Produktspektrum von TPSS5 drastisch verdnderte. Es
war daher interessant zu untersuchen, ob bzw. wie sich eine weitere Vergroferung der
Seitenkette dieser Aminosédure auf das Produktspektrum auswirkt. Dazu wurden durch in
vitro-Mutagenese an Position 409 die Aminosduren Valin, Leucin und Phenylalanin
eingebaut. Die entsprechenden Mutanten besaBlen keine Enzymaktivitit (Daten nicht
gezeigt). Das bedeutet, dass offenbar eine weitere VergroBerung der Seitenkette an
Position 409 zu einer kompletten Inaktivierung des Proteins fiihrt.

3.5.1.2 Zwei Aminosauren sind fiir die Inaktivitit von TPS5-B73 verantwortlich

Ein Sequenzvergleich der Proteine TPS4-B73, TPS5-B73, TPS5-Dell und TPS5-Del2
zeigte, dass der Unterschied zwischen aktiven und praktisch inaktiven Proteinen auf nur
sieben Aminosduren beruht. Um zu untersuchen, welche dieser sieben Aminoséduren fiir die
unterschiedlichen Enzymaktivitidten verantwortlich waren, wurde eine Mutationsanalyse
durchgefiihrt. Dazu wurden die entsprechenden Aminosduren des inaktiven Proteins TPS5-
B73 jeweils einzeln und in verschiedenen Kombinationen in die entsprechenden
Aminosduren des aktiven Proteins TPS5-Dell umgewandelt. Die Messung der
Enzymaktivitit der Mutanten erfolgte nach heterologer Expression in E. coli.

Die Mutationen V20A, T383S, E391Q, K402Q und 1479T hatten sowohl einzeln als auch
in verschiedenen Kombinationen keinen Einfluss auf die Enzymaktivitdt (Daten nicht
gezeigt). Alle untersuchten Konstrukte waren wie der Wildtyp praktisch inaktiv.
Erstaunlicherweise ergab der Austausch des nicht in der C-terminalen, katalytischen
Domine gelegenen Tryptophan 163 zu Arginin ein funktionell aktives Protein (Abb. 3.23).
Im Produktspektrum dieser Mutante fiel auf, dass die Konzentration von (E)-B-Farnesen
relativ zu Sesquithujen und B-Bisabolen erhoht war (Abb. 3.23 Kasten A). Die Mutation
von Glutaminsdure 455 zu Valin resultierte in einer im Vergleich zu TPS5-B73 schwach
erhohten Enzymaktivitit. Das Terpenprofil dieser Mutante war identisch mit dem des
aktiven Allels TPS5-Dell (Abb. 3.23 Kasten B). Die Doppelmutante TPS5-B73 (W163R,
E455V) zeigte schlieBlich das fir TPS5-Dell charakteristische Produktspektrum mit
vergleichbarer Enzymaktivitit. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass beide Aminoséuren,
Tryptophan 163 und Glutaminsdure 455, fiir den Verlust der katalytischen Aktivitit von
TPS5-B73 verantwortlich sind.
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Abb. 3.23 Die unterschiedlichen Enzymaktivititen von TPS5-B73 und TPS5-Dell sind von zwei
Aminosiduren abhiingig. Die Aminosduren Tryptophan 163 und Glutaminsdure 455 wurden durch in vitro-
Mutagenese in TPS5-B73 zu Arginin oder Valin umgewandelt. Die Mutanten wurden in E. coli exprimiert,
iiber Affinitdtschromatographie gereinigt und mit FPP inkubiert. Die angegebenen Aktivititen beziehen sich
prozentual auf die Enzymaktivitit von TPS5-Dell. Kasten A und B zeigen jeweils ein typisches FID-
Spektrum der gebildeten Terpene. Diese wurden mittels GC-MS und Vergleich mit authentischen Standards
identifiziert. (1): Sesquithujen, (2): (F)-B-Farnesen, (3): (S)-pB-Bisabolen.

Das in Abbildung 3.24 dargestellte dreidimensionale Modell von TPS5-Dell
veranschaulicht die Lage der beiden Aminosduren Arginin 163 und Valin 455 in der
Proteinstruktur. Valin 455 befindet sich in der C-terminalen Doméne im Eingangsbereich
zum aktiven Zentrum. Ein Austausch dieser Aminosidure zu Glutamat konnte zu
Konformationséinderungen fiihren, die moglicherweise direkte Auswirkungen auf das
aktive Zentrum haben oder den Zutritt des Substrates zum aktiven Zentrum
beeintrichtigen. In beiden Féllen kann eine verringerte Enzymaktivitit die Folge sein.
Arginin 163 ist in der N-terminalen Doméne des Proteins und damit nicht in der Néhe des
aktiven Zentrums lokalisiert. Die positiv geladene Seitenkette dieser Aminosdure bildet
jedoch einen Teil der Oberfliche der N-terminalen Domine, die mit der Oberflache der C-
terminalen Doméne in Wechselwirkung steht. In direkter Nachbarschaft zu Arginin 163
befindet sich in der C-terminalen Domine die negativ geladene Seitenkette des
Glutaminsdurerests 493 (Abb. 3.24). Elektrostatische Interaktionen zwischen beiden
Aminosduren konnten somit die Dimerisierung beider Doménen beeinflussen. Durch die
Mutation R163W wiirden die Wechselwirkungen zu Glu493 gestort und damit eventuell
die Dimerisierung beider Domédnen beeintrachtigt, die flir die Enzymaktivitit ndtig sind.
Um diese Hypothese zu tiberpriifen, wurde mittels in vitro-Mutagenese Arginin 163 von
TPS5-Dell einerseits in Lysin, eine Aminosdure mit ebenfalls positiv geladener
Seitenkette, und andererseits in die neutrale Aminosdure Leucin umgewandelt. Im ersteren
Fall sollte die Dimerisierung und Enzymaktivitdt nicht beeintrdchtigt sein, im zweiten Fall
wire hingegen aufgrund der gestorten Dimerisierung ein inaktives Protein zu erwarten.
Beide Mutanten zeigten jedoch volle Enzymaktivitdt (Daten nicht gezeigt). Somit spielen
offenbar die vermuteten Wechselwirkungen zwischen Arginin 163 und Glutaminsiure 493

64



Ergebnisse

keine Rolle bei der Dimerisierung. Moglicherweise wird in TPS5-B73 die Wechselwirkung
beider Dominen durch die grof3e Tryptophanseitenkette an Position 163 lediglich sterisch
behindert.

C-terminale

Vald55 Domane

Glu493

aktives
Zentrum

N-terminale
Domane

Abb. 3.24 Dreidimensionales Strukturmodell der Terpensynthase TPS5-Dell. Die N-terminale Doméne
ist in griin und die C-terminale Doméne in blau dargestellt. Die Aminosduren Arginin 163, Valin 455 und
Glutaminsdure 493 sind gekennzeichnet. Das Modell wurde auf Grundlage der 3D-Struktur der 5-epi-
Aristolochensynthase aus Tabak [STARKS et al., 1997] mit dem Programm ,,Modeler* erstellt.

3.5.1.3 Das aktive Zentrum von TPS4

Aus fritheren Studien ist bekannt, dass die Asparaginsdurereste des ,,DDxxD*“-Motivs am
Aufbau des aktiven Zentrums von Terpensynthasen beteiligt sind [RYNKIEWICZ et al.,
2001, CARUTHERS et al., 2000, STARKS et al., 1997]. Das dreidimensionale Modell
von TPS4 zeigte, dass es in diesem Bereich der Struktur eine relativ grofle Tasche (ca.
20x12x10 A) mit mehreren theoretischen Moglichkeiten zur Aufnahme des Substrates gibt
(Abb. 3.25).

Da es fiir die im ndchsten Kapitel beschriebenen computerbasierten Enzym-Substrat-
Bindungsstudien essentiell war, das aktive Zentrum und den Bindungsort des Substrates
genau zu lokalisieren, wurde eine Mutationsanalyse durchgefiihrt. Die dafiir ausgewéhlten
Aminosduren haben Seitenketten, die in Richtung des aktiven Zentrums positioniert sind.
Durch in vitro-Mutagenese wurden diese in grofere Seitenketten umgewandelt, um die
Platzverhéltnisse in den entsprechenden Taschen zu verdndern und damit mogliche Effekte
auf die Enzymaktivitdt zu bestimmen.

65



Ergebnisse

Abb. 3.25 Ausschnitt aus dem Strukturmodell von TPS4-B73. Die Abbildung zeigt den Blick in das
aktive Zentrum. Die Aminosduren des ,,TIATI“-Motivs Threonin 407, Alanin 409, Threonin 410 und
Isoleucin 411 befinden sich im Boden der Tasche (griin). An der rechten Seite des Eingangs zum aktiven
Zentrum sind die drei Asparaginsdurereste 308, 309 und 312 lokalisiert, die das konservierte
Magnesiumbindemotiv (,,DDxxD*) bilden (gelb). Die in rot dargestellten Aminosduren wurden fiir die
Mutationsanalyse des aktiven Zentrums ausgewéhlt. Das Modell wurde auf Grundlage der 3D-Struktur der 5-
epi-Aristolochensynthase aus Tabak [STARKS et al., 1997] mit dem Programm ,,Modeler* erstellt.

Der Austausch des gegeniiber dem ,,.DDxxD“-Motiv im Eingangsbereich des aktiven
Zentrums lokalisierten Alanin 533 zu Valin, Leucin oder Tryptophan beeinflusste nicht die
Enzymaktivitdt oder Spezifitit. Es wurden keine Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp
festgestellt (Daten nicht gezeigt), was darauf hindeuted, dass diese Region des
Reaktionszentrums nicht fiir die Aktivitit benotigt wird. Eine Verdnderung der Seitenkette
von Histidin 400 fiihrte dagegen zu einer leicht modifizierten Produktspezifitit: die
Mutanten TPS4-B73 (H400K) und TPS4-B73 (H400R) bildeten (E)-B-Farnesen, 7-epi-
Sesquithujen und B-Bisabolen als Hauptprodukte (Abb. 3.26.A). Die VergroBerung der
Seitenkette an Position 301 beeinflusste sowohl die Aktivitdt als auch die Spezifitit von
TPS4-B73 (Abb. 3.26.B). So bildete die Mutante T3011 zusitzlich zwei neue
Sesquiterpenprodukte ((Z,E)-a-Farnesen und (E, E)-a-Farnesen) und zeigte insgesamt eine
verminderte Enzymaktivitidt. Eine weitere Vergroferung der Seitenkette durch Einfligen
eines Phenylalanins an Position 301 fiihrte zwar wieder zu einer dem Wildtyp dhnlichen
Enzymaktivitdt, die Bildung von 7-epi-Sesquithujen, Sesquithujen, Sesquisabinen A,
Sesquisabinen B sowie (Z)- und (E)-a-Bergamoten war dagegen stark verringert. Der
Austausch von Threonin 301 zu Tryptophan resultierte schlieBlich in einem fast inaktiven
Enzym.
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Abb. 3.26 Mutationsanalyse von Aminosiuren im aktiven Zentrum von TPS4-B73: (A) Histidin 400,
(B) Threonin 301, (C) Isoleucin 413. Der Austausch der entsprechenden Aminoséduren erfolgte durch in
vitro-Mutagenese. Die Enzyme wurden in E. coli exprimiert, partiell gereinigt und mit FPP inkubiert. Die
Reaktionsprodukte wurden mit SPME extrahiert und gaschromatographisch analysiert (GC-MS, DB5-MS).
(1): 7-epi-Sesquithujen, (2): Sesquithujen, (3): (E)-B-Farnesen, (4): (ZE)-a-Farnesen*, (5): (E E)-o-
Farnesen*, (6): B-Bisabolen, (7): (E)-y-Bisabolen, (8): Nerolidol. Mit (*) markierte Substanzen wurden nur
anhand der Massenspektren identifiziert.

Die in silico-Analyse der Mutante TPS4-B73 (T301W) ergab, dass es in der durch das
Strukturmodel von TPS4-B73 vorgegebenen Proteinkonformation keine energetisch
giinstige Position fiir die Tryptophanseitenkette gibt. Der beobachtete Aktivitdtsverlust
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konnte daher das Resultat einer grofleren Konformationsdnderung in diesem Bereich des
aktiven Zentrums sein. Im Modell befindet sich in unmittelbarer rdumlicher Nachbarschaft
zu Threonin 301 die Seitenkette von Leucin 413. Ein in silico-Austausch dieser
Aminosdure zu Alanin, d.h. die Verkleinerung der Seitenkette an dieser Position, fiihrte zu
einer Liicke in der Struktur, die perfekt die Seitenkette von Tryptophan 301 der Mutante
TPS4-B73 (T301W) aufnehmen konnte. Sollte also die Doppelmutante TPS4-B73
(T301W, L413A) eine zum Wildtyp bzw. zur Einzelmutante TPS4-B73 (L413A)
vergleichbare Enzymaktivitit besitzen, dann wére das ein Indiz fiir die Genauigkeit der
Computermodelle. Tatsdchlich zeigte die Doppelmutante eine der Einzelmutante TPS4-
B73 (L413A) entsprechende Aktivitit (Abb. 3.26.C). Die Produktspezifitit beider
Mutanten war allerdings im Vergleich zum Wildtyp verdndert. Dies bedeutet, dass Leucin
413 alleine ebenfalls an der Bildung der korrekten Wildtypkonformation des aktiven
Zentrums beteiligt ist.

3.5.1.4 Modellierung von Enzym-Substratkomplexen am Beispiel von TPS4-B73

Durch in vitro-Mutagenese konnte gezeigt werden, dass in TPS4 und TPSS5 die
Aminosduren 407 bis 411 die Stereospezifitit der Enzyme bestimmten (Abb. 3.22).
Weiterhin beeinflusste die Art und GréBe der Seitenkette an Position 301 die Aktivitdt und
Produktspezifitit von TPS4 (Abb. 3.26.B). Eine Verdnderung der Seitenketten der
Aminosduren 533 und 400 hingegen hatte keinen bzw. nur einen geringen Einfluss auf die
von TPS4 katalysierten Reaktionen. Somit konnte das aktive Zentrum des Proteins auf den
Bereich zwischen dem ,DDxxD“-Motiv, dem ,TIATI“-Motiv und Threonin 301
eingeschrankt werden (s. Abb. 3.25). Um ein besseres Verstindnis der Struktur-
Funktionsbeziechungen zu erhalten, wurden in silico Enzym-Substrat- und Enzym-
Intermediat-Komplexe modelliert.

Tab. 3.2 Die am Aufbau der Tasche des aktiven Zentrums von TPS4 beteiligten Aminosiuren. Die
Aminosduren wurden durch die Analyse eines 3D-Modelles von TPS4 identifiziert und sind nach den
Eigenschaften ihrer Seitenketten in Gruppen zusammengefasst.

hydrophob polar aromatisch sauer basisch
1304 T 301 W 280 E 277 R 271
L 378 T 305 Y 382 D 308 R 273
A 405 T 407 F 520 D 309 R 449
1408 T410 Y 528 D312
A 409 N 452 D 532
A 412 S 456
L 413 T 523
G 445 T 524
V 448 T 535
V 455
M 527
A 533
L 534
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Dazu wurde ein dreidimensionales Strukturmodell des kompletten Proteins mit dem
Programm ,,Modeler* auf Grundlage der bekannten 3D-Struktur der 5-epi-Aristolochen-
synthase erstellt. Da das Programm ,Modeler keine Protonen in der Struktur
berticksichtigt, war es nétig, diese nachtraglich mit Hilfe des Programmes ,,SPDBV* in das
Modell einzurechnen. In der erhaltenen PDB-Datei befinden sich die ridumlichen
Koordinaten jedes einzelnen Atoms des Proteins. Durch Loschen der Koordinaten aller
nicht am Aufbau des aktiven Zentrums beteiligten Aminosduren war es moglich, eine
relativ libersichtliche ,,Minimalstruktur® dieses Proteinbereichs zu erhalten (Abb. 3.27).
Die Berechnungen der Enzym-Intermediat-Komplexe erfolgten mit dem Programm
,GOLD* unter Verwendung der ,,Minimalstruktur® des aktiven Zentrums. Zum Erstellen
der 3D-Modelle des Substrats und der verschiedenen Reaktionsintermediate der
katalytischen Kaskade wurden die Programme ,,ChemDraw* und ,,Chem3D* benutzt.

Abb. 3.27 Die Bindung von FPP im aktiven Zentrum von TPS4. Die Abbildung zeigt die
,,Minimalstruktur® der das aktive Zentrum bildenden Tasche mit dem Substratmolekiil FPP. Die nicht direkt
am Aufbau des aktiven Zentrums beteiligten Aminosduren sind der besseren Ubersicht halber nicht
dargestellt. Die Pyrophosphatgruppe (blau) des Substrates (beige) befindet sich in unmittelbarer rdumlicher
Ndhe zu den Asparaginsdureresten 308 und 312 des ,,DDxxD“-Motivs (rot). Das Modell des aktiven
Zentrums wurde mit dem Programm ,,Modeler* erstellt und die Berechnung der Substratbindung wurde mit
dem Programm ,,GOLD* durchgefiihrt.

In Tabelle 3.2 sind die wahrscheinlich am direktem Aufbau des aktiven Zentrums von
TPS4 beteiligten Aminosduren aufgelistet. Am Boden des aktiven Zentrums befindet sich
ein durch die Aminoséuren des ,, TIATI*“-Motivs gebildeter Grat, der das aktive Zentrum in
zweil Taschen teilt (Tasche I und II, Abb. 3.28.A). Die Oberfliche dieser Taschen wird
zum groflen Teil durch hydrophobe Aminosédureseitenketten bestimmt. Einige polare
Threoninreste sowie die sauren Aminosduren Glutaminsdure 277 und Asparaginsdure 309
sind ebenfalls am Aufbau beteiligt. Die Asparaginsdurereste 308, 312 und 532 sowie die
drei Arginine 271, 273 und 449 bilden den Eingangsbereich des aktiven Zentrums.
Kristallisierungsexperimente der 5-epi-Aristolochensynthase mit verschiedenen Substrat-
analoga haben gezeigt, dass die Pyrophosphatgruppe des FPP im Eingangsbereich direkt
am ,,.DDxxD*“-Motiv lokalisiert ist [STARKS et al., 1997]. Der restliche Teil des Molekiils
ragt in das aktive Zentrum hinein. Die in silico-Bindungsstudien mit TPS4 und FPP
ergaben ein &dhnliches Resultat (Abb. 3.26). Die Pyrophosphatgruppe hatte direkten
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Kontakt zu den Asparaginsiureresten 308 und 312 des ,,DDxxD“-Motivs. Der hydrophobe
und nicht an der enzymatischen Reaktion beteiligte Dimethylallylrest des FPP lagerte sich
hingegen in einem im rechten Teil (Tasche II) des aktiven Zentrums gelegenen engen
hydrophoben Hohlraum an (Abb. 3.26.A).

-

-

& L

A Farnesyldiphosphat L)
\ ,, 5

. (S)-Bisabolylkation
Konformation A

|
vy
r‘,"“"’:}

Sesquithujen  (S)-B-Bisabolen

Abb. 3.28 Modellierung von Enzym-Substrat- und Enzym-Intermediatkomplexen am Beispiel von
TPS4. (A): FPP, (B): (Z)-Farnesylkation, (C): Konformation A des (S)-Bisabolylkation, (D): Sesquithujen,
(E): Konformation B des (S)-Bisabolylkation, (F): (S)-p-Bisabolen. Das Strukturmodell des aktiven Zentrums
von TPS4 wurde mit dem Programm ,Modeler erstellt. Das Einfiigen der Intermediate erfolgte mit dem
Programm ,,GOLD*. Die Aminoséuren des ,,TTATI*-Motivs bilden einen Grat (A409) am Boden des aktiven
Zentrums, der es in zwei Taschen (I und II) teilt.
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Durch das Abspalten der Pyrophosphatgruppe und die anschlieBende trans-cis-
Isomerisierung entsteht als Intermediat das (Z)-Farnesylkation (vergleiche auch Abb.
3.19). Das Computermodell zeigte, dass das C1-Atom des (Z)-Farnesylkation in direkter
Nachbarschaft zu C6 lag (Abb. 3.28.B). Dies ist eine glinstige Konformation fiir den
elektrophilen Angriff von C1 auf die Doppelbindung zwischen C6 und C7, die zur 1,6-
Zyklisierung und damit zur Bildung des (S)-Bisabolylkations fiihrt (Abb. 3.28.E). Das an
C7 lokalisierte Carbokation konnte durch das benachbarte aromatische Ringsystem oder
durch die Hydroxylgruppe der Seitenkette von Tyrosin 528 stabilisiert werden. Die
Abbildung 3.28.F zeigt schlieBlich eines der beiden TPS4-Hauptprodukte, (S)-p-Bisabolen,
das direkt aus dem (S)-Bisabolylkation durch Deprotonierung an Position C14 entsteht.
Eine zweite, energetisch gilinstige Konformation (Konformation A) des (S)-Bisabolylkation
ist in Abbildung 3.28.C dargestellt. Der Methylcyclohexenylrest befand sich hierbei in der
linken Tasche (I) des aktiven Zentrums in der Néhe der Aminosédure Threonin 301
wihrend der Dimethylallylrest weiterhin im hydrophoben Hohlraum der rechten Tasche
(IT) des aktiven Zentrums lokalisiert war. Da die carbokationischen Intermediate der
Reaktion vom (S)-Bisabolylkation zum Sesquithujen in einer jeweils dhnlichen rdumlichen
Anordnung in das aktive Zentrum modelliert werden konnten (Daten nicht gezeigt), ist es
wahrscheinlich, dass das Produkt Sesquithujen (Abb. 3.28.D) aus dem (S)-Bisabolylkation
mit Konformation A (Abb. 3.28.C) entsteht. Am linken Rand des aktiven Zentrums
(Tasche I) befindet sich die Seitenkette von Tyrosin 382. Eventuell kann diese, wie oben
schon fiir Tyr 528 diskutiert, ebenfalls Carbokationen stabilisieren.

3.5.1.5 Die Aminosaurereste Tyrosin 382 und Tyrosin 528 im aktiven Zentrum von
TPS4

Die im vorigem Kapitel erhaltenen Ergebnisse lieBen vermuten, dass die aromatischen
Aminoséureseitenketten von Tyrosin 382 und 528 Carbokationen stabilisieren konnen und
damit die Bildung von 7-epi-Sesquithujen, Sesquithujen und B-Bisabolen ermdglichen.
Um den Einfluss der Seitenketten Tyrosin 382 und 528 auf die Reaktion zu untersuchen,
wurden durch in vitro-Mutagenese die Mutanten TPS4-B73 (Y382F), TPS4-B73 (Y382L),
TPS4-B73 (Y528F) und TPS4-B73 (Y528L) hergestellt und anschlieBend funktionell
charakterisiert. Abb. 3.29 zeigt die Produktspektren der mit FPP inkubierten
rekombinanten Proteine.

Der Austausch von Tyrosin 528 zu Phenylalanin oder Leucin fithrte im Vergleich zum
Wildtyp zu einer ca. 80fach verringerten Enzymaktivitdt. Das Hauptprodukt der zu TPS4-
B73 sehr dhnlichen Produktspektren war in beiden Fillen B-Bisabolen. Die entsprechenden
Mutationen an Position 382 hatten keinen Einfluss auf die Gesamtaktivitit, verdnderten
aber die Produktspezifitit. So wurden als Hauptprodukte beider Mutanten die
Sesquiterpene  (E)-B-Farnesen und [B-Bisabolen identifiziert. Die Bildung der
Diastereomere 7-epi-Sesquithujen und Sesquithujen war hingegen drastisch verringert.
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Abb. 3.29 Analyse des Einfluss der Tyrosin-Seitenketten 382 und 528 auf die von TPS4-B73
katalysierte Reaktion von FPP zu verschiedenen Sesquiterpenen. Der Austausch der Aminosduren Tyr
382 und Tyr 528 zu Phenylalanin oder Leucin erfolgte mittels in vitro-Mutagenese. Die Enzyme wurden in
E. coli exprimiert, partiell gereinigt und mit FPP inkubiert. AnschlieBend wurden die Reaktionsprodukte mit
SPME extrahiert und gaschromatographisch analysiert (GC-MS, DB5-MS). (1): 7-epi-Sesquithujen, (2):
Sesquithujen, (3): (£)-a-Bergamoten, (4): (E)-o-Bergamoten, (5): Sesquisabinen A, (6): (E)-B-Farnesen, (7):
B-Bisabolen.

3.5.2 Struktur-Funktionsanalysen am Beispiel von TPS7-B73

3.5.2.1 Die katalytische Triade im aktiven Zentrum der Mutante TPS7-B73 F521Y

In Analogie zu TPS4 sollte auch fiir TPS7 durch in vitro-Mutagenese der
Reaktionsmechanismus und wichtige Aminosduren im aktiven Zentrum bestimmt werden.

Die 5-epi-Aristolochensynthase (TEAS) aus N. tabacum [FACCHINI & CHAPPEL, 1992]
katalysiert eine zu TPS7 dhnliche Reaktion, die Umsetzung von Farnesylpyrophosphat zu
5-epi-Aristolochen. Diese Reaktion verlduft iiber das enzymgebundene stabile Intermediat
Germacren A (Abb. 1.5). Durch Protonierung von Germacren A und der anschlieBenden
2,7-Zyklisierung entsteht ein Carbokation mit Eudesmangrundgeriist. Die folgende 2,3-
Hydridverschiebung, eine Wagner-Meerwein-Umlagerung und eine Deprotonierung fithren
schlieBlich zum 5-epi-Aristolochen. Mutagenesestudien bekriftigen die von STARKS und
Mitarbeitern (1997) verdffentlichte Hypothese, dass die Hydroxylgruppe einer
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Tyrosinseitenkette (Tyr 520) im Zusammenspiel mit zwei Asparaginsdureresten (Asp 444
und Asp 525) als Protonendonor fiir die Aktivierung des Germacren A zum
Eudesmancarbokation verantwortlich ist [RISING et al., 2000]. So fiihrt das Fehlen der
Hydroxylgruppe in der Mutante TEAS (Y520F) zu einem Enzym, welches als
Hauptprodukt Germacren A bildet.

TPS7-B73 zeigte 32% Aminosdureidentitit zu TEAS. Das Hauptprodukt dieses Enzyms
konnte bisher nicht eindeutig identifiziert werden. Vermutlich handelt es sich aber um 1,6-
Germacradien-5-ol (Abb. 3.8.B), ein formal durch Hydroxylierung aus einem Germacren
D-Kation entstehender Sesquiterpen-Alkohol. Im Produktspektrum von TPS7 konnten
weiterhin als Nebenprodukte Germacren A und Germacren D identifiziert werden (Abb.
3.31.A). Ein Vergleich der Aminosduresequenzen von TPS7-B73 und TEAS zeigte, dass
zwar in TPS7 die beiden am Aufbau der katalytischen Triade von TEAS beteiligten
Aspartatreste Asp 525 und Asp 444 konserviert waren (Asp 526 und Asp 446), sich jedoch
an Stelle des Tyrosins (TEAS Y520) ein Phenylalaninrest (TPS7 F521) befand (Abb. 3.4).
Mit Hilfe von Strukturmodellen und in vitro-Mutagenesestudien sollte untersucht werden,
ob in TPS7 durch den Austausch dieses Phenylalanin 521 zu Tyrosin eine zu TEAS
homologe katalytische Triade erzeugt werden kann. In diesem Fall konnte die
Protonierung der Germacrenintermediate zur Bildung neuer Produkte des Eudesmantyps
filhren. Weiterhin war zu kldren, in welchem Umfang die beiden Aspartatreste an dem
Prozess der Protonierung beteiligt sind.

TEAS
Phe 521
TPS7 RN, Tyrs20

Asp 526 \‘ Asp 446
L L 4 Asp 444

Abb. 3.30 Die katalytische Triade von TEAS (schwarz) im Vergleich mit den korrespondierenden
Aminosiduren von TPS7-B73 (grau). Dic beiden Wasserstoffbriicken zwischen Tyr 520 und Asp 525 sowie
Asp 444 sind gestrichelt dargestellt. Anstelle des Tyrosins befindet sich in TPS7 ein Phenylalanin (Phe 521).
Wasserstoffbriicken konnen daher aufgrund des Fehlens der Hydroxylgruppe nicht ausgebildet werden.

Das auf Grundlage der TEAS-Tertidrstruktur erstellte Strukturmodell von TPS7-B73
verdeutlichte, dass die Seitenketten der Aminosduren der katalytischen Triade von TEAS
und die entsprechenden Aminosduren in TPS7 sehr &dhnliche Konformationen und
Orientierungen besitzen (Abb. 3.30). Eine in silico-Mutagenese von Tyrosin 521 zu
Phenylalanin ergab ein zu TEAS homologes Modell der katalytischen Triade mit jeweils
einer Wasserstoftbriicke zwischen den Séuregruppen der entsprechenden Aspartatreste und
der Hydroxylgruppe des Tyrosins (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.31 Die Seitenketten der Aminosiuren Tyr 521 und Asp 526 der Mutante TPS7-B73 (F521Y)
sind an der Aktivierung von Germacrenintermediaten beteiligt. Die Aminosiduren Phenylalanin 521,
Asparaginsdure 446 und Asparaginsidure 525 von TPS7-B73 wurden durch in vitro-Mutagenese zu Tyrosin
bzw. Asparagin umgewandelt. Nach heterologer Expression in E. coli wurden die Mutanten partiell gereinigt
und mit FPP inkubiert. Die Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte iiber SPME und GC-MS (DB5-MS,
Injektortemperatur: 160°C zur Vermeidung von thermischen Artefakten). In der Abbildung sind die TIC-
Chromatogramme der Sesquiterpenprodukte des Wildtyps TPS7-B73 (A) sowie die der Mutanten TPS7-B73
(F521Y) (B), TPS7-B73 (D446N) (C) TPS7-B73 (D526N) (D), TPS7-B73 (D446N, F521Y) (E) und TPS7-
B73 (D526N, F521Y) (F) dargestellt. (1): B-Elemen, (2): a-Humulen, (3): Germacren D, (4): a-Selinen, (5)
Germacren A, (6): y-Cadinen, (7): 7-epi-a-Selinen, (8): 6-Cadinen, (9): 1,6-Germacradien-5-ol, (10): o-
Elemen, (11): unbekanntes Sesquiterpen, (12): a-Guajen, (13): 6-Selinen, (14): 8-Guajen. Die Produkte
2,3,4,5,6 und 8 wurden durch Vergleich der Massenspektren und Retentionszeiten mit Standardsubstanzen
identifiziert. Die Bestimmung der anderen gebildeten Sesquiterpene erfolgte durch Vergleich der Massen-
spektren mit Eintrégen in verschiedenen Massenspektrenbibliotheken.
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Die durch in vitro-Mutagenese hergestellte und in E. coli heterolog exprimierte Mutante
TPS7-B73 (F521Y) produzierte tatsdchlich Sesquiterpene mit Eudesmangrundgeriist (Abb.
3.31.B). Im Produktspektrum dieses Enzyms konnten die auch vom Wildtyp (Abb. 3.31.A)
in allerdings geringeren Mengen gebildeten Substanzen o-Selinen und f-Selinen
identifiziert werden. Weitere Eudesmane waren das durch Massenspektrometrie bestimmte
7-epi-a-Selinen und J-Selinen. Wéhrend die Eudesmane durch 2,7-Zyklisierung aus
Germacrenen gebildet werden kdnnen, fiihrt die 2,6-Zyklisierung dieser Intermediate zum
Guajangrundgeriist. Zwei Vertreter (a-Guajen und 0-Guajen) dieser Terpenklasse wurden
ebenfalls gebildet. Das Hauptprodukt der Mutante war jedoch a-Humulen, ein formal
durch 1,11-Zyklisierung aus dem (E)-Farnesylkation entstehendes Sesquiterpen.

Um den Einfluss der Aspartatreste auf die Protonierung zu studieren, wurden
Doppelmutanten konstruiert, die anstelle von Phenylalanin 521 ein Tyrosin besa3en und in
denen jeweils eines der beiden Aspartate zu Asparagin umgewandelt war. In Abbildung
3.31.E und F sind die Produktspektren dieser Mutanten dargestellt. Der gemeinsame
Austausch von Aspartat 446 zu Asparagin und Phenylalanin 521 zu Tyrosin fiihrte im
Vergleich zur Einzelmutante TPS7-B73 (F521Y) nur zu leichten Verdnderungen im
Produktprofil. Es wurden weiterhin Eudesmane gebildet. Im Gegensatz dazu bildete die
Mutante TPS7-B73 (D526N, F521Y) wieder die Hauptprodukte des Wildtyps, sowie aber
auch Germacren A, B-Elemen und 6-Elemen. Beide Elemene konnen im GC-Injektor durch
thermische Umlagerungen aus Germacren A (B-Elemen) bzw. Germacren C (6-Elemen)
entstechen [DE KRAKER et al., 1998; MORIKAWA & HIROSE, 1971]. Durch die
Verringerung der Injektortemperatur von 220°C auf 160°C konnte auch im Falle der
Mutante TPS7-B73 (D526N, F521Y) nachgewiesen werden, dass die Elemene nicht
spezifisch vom Enzym, sondern im GC-Injektor aus den entsprechenden Germacrenen
gebildet wurden. So resultierte die Verringerung der Injektortemperatur in einer Zunahme
der Germacrene A und C bei gleichzeitiger Abnahme der Elemene (Daten nicht gezeigt).
Im Gegensatz zu den Doppelmutanten TPS7-B73 (D446N, F521Y) und TPS7-B73
(D526N, F521Y) war die Enzymaktivitit der jeweiligen Einzelmutanten TPS7-B73
(D446N) und TPS7-B73 (D526N) etwa achtfach verringert.

3.5.2.2 Ist ein weiterer Protonierungsmechanismus involviert?

Neuere Studien an TEAS ergaben, dass der Austausch von Cystein 440 zu Serin, in
Abhéngigkeit vom pH, zur vermehrten Bildung von Germacren A fiihrt [O’MAILLE &
NOEL, 2003]. Weiterhin wurde beobachtet, dass sich auch im Produktspektrum des
Wildtyps bei hoheren pH-Werten (um pH 8.8) die Mengenverhiltnisse von 5-epi-
Aristolochen und Germacren A zugunsten von Germacren A verschieben. In einem
aktualisierten mechanistischen Modell der Protonierung von Germacren A durch TEAS
diskutiert O’Maille daher die Beteiligung von Cystein 440 und einem Wassermolekdil.

Die zum TEAS-Rest Cystein 440 korrespondierende Aminoséure von TPS7 ist Serin. Eine
Umwandlung dieses Restes zu Cystein konnte analog zu TEAS den
Reaktionsmechanismus beeinflussen. Daher wurden die Mutanten TPS7-B73 (S442C) und
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TPS7-B73 (S442C, F521Y) durch in vitro-Mutagenese hergestellt, in E. coli heterolog
exprimiert und analysiert.
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Abb. 3.32 Der Cysteinrest 442 der Mutante TPS7-B73 (S442C) beeinflusst die Protonierung der
Germacrenintermediate. Die Aminosduren Serin 442 und Phenylalanin 521 von TPS7-B73 wurden durch
in vitro-Mutagenese zu Cystein bzw. zu Tyrosin umgewandelt. Die mutierten Enzyme wurden in E. coli
exprimiert, partiell gereinigt und mit FPP inkubiert. Die Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte iiber SPME
und GC-MS (DB5-MS, Injektortemperatur: 160°C). In der Abbildung sind die TIC-Spektren der
Sesquiterpenprodukte des Wildtyps TPS7-B73 (A) sowie die der Mutanten TPS7-B73 (S442C) (B) und
TPS7-B73 (S442C, F521Y) (C) dargestellt. (1): B-Elemen, (2): a-Humulen, (3): Germacren D, (4): a-Selinen,
(5) Germacren A, (6): y-Cadinen, (7): 7-epi-a-Selinen, (8): 6-Cadinen, (9): 1,6-Germacradien-5-ol, (10): o-
Elemen, (11): unbekanntes Sesquiterpen, (12): a-Guajen, (13): 5-Selinen.

Die Mutation von Serin 442 zu Cystein resultierte lediglich in einer leichten Zunahme von
a-Selinen, 7-epi-a-Selinen und a-Humulen (Abb. 3.32.B). Das Produktspektrum der
Doppelmutante TPS7-B73 (S442C, F521Y) (Abb. 3.32.C) war hingegen sehr dhnlich dem
Produktspektrum von TPS7-B73 (F521Y) (Abb. 3.31.B). Die Gesamtaktivitit war etwa
vierfach hoher und die Mengenverhéltnisse zwischen den Eudesmanen/Guajanen und den
Wildtypprodukten 6-Cadinen und 1,6-Germacradien-5-o1 waren im Vergleich zur
Einfachmutante TPS7-B73 (F521Y) zugunsten der Selinene und Guajene verschoben.
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Cysteinrest an Position 442 in TPS7 (S442C)
nicht an der Protonierung von Germcrenintermediaten beteiligt ist. Da die
Enzymreaktionen jedoch bisher nur bei pH 7.0 durchgefiihrt wurden, ist nicht
auszuschlieBen, dass eventuelle Effekte, wie fiir TEAS beobachtet, erst bei hoheren pH-
Werten auftreten. In zukiinftigen Experimenten mufl daher die Abhéngigkeit der
Produktbildung dieser Mutanten vom pH untersucht werden.
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4 Diskussion

Die Zusammensetzung komplexer, von Sesquiterpenen dominierter Terpengemische in
Mais ist vom Entwicklungsstand der Pflanze und von der jeweiligen Maisvarietit
abhédngig. Da iiber die molekularen und genetischen Mechanismen der Komplexitit der
Terpenbiosynthese in Mais derzeit wenig bekannt ist, sollten diese Mechanismen im
Rahmen der vorliegenden Arbeit am Beispiel der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe
untersucht werden.

4.1 Die Maisinzuchtlinie B73 bildet ein komplexes Spektrum verschiedenster
Sesquiterpenkohlenwasserstoffe

Im ersten Teil der Arbeit wurden die STKW in einzelnen Pflanzenteilen von Séamlingen
und adulten Pflanzen der Maisinzuchtlinie B73 bestimmt.

Einige der STKW in B73-Sdmlingen sind bereits in frilheren Arbeiten iiber Mais
identifiziert wurden. TURLINGS und Mitarbeiter (1990) konnten zeigen, dass im Kultivar
,loana sweet corn die Emission von (E)-a-Bergamoten und (£)-B-Farnesen durch Raupen
der Gattung Spodoptera induziert werden kann. In anderen Kultivaren wurde zusétzlich die
Induktion von (E)-B-Caryophyllen und der Nebenprodukte [-Bisabolen und J-
Sesquiphellandren beobachtet (TURLINGS et al., 1998; GOUINGUENE et al., 2001;
GOUINGUENE et al., 2003). Die Hauptterpenkomponenten induzierter B73-Sdmlinge
sind, wie auch in ,Jloana sweet corn“, (E)-a-Bergamoten und (E)-B-Farnesen. (E)-B-
Caryophyllen ist jedoch im Gegensatz zu ,Jloana sweet corn® in B73 nicht induziert,
sondern wird konstitutiv in allen Pflanzenteilen gebildet.

Aus der Literatur ist bekannt, dass adulte Maispflanzen ebenfalls STKW emittieren.
BUTTERY und LING (1984) identifizierten im Duftspektrum von Bléttern und
Lieschblittern der Kultivare ,,Bonanza“ und ,,Stylepak™ insgesamt acht STKW und aus
Blattern des Kultivars ,,Jubilee* wurden elf verschiedene STKW isoliert [UDAYAGIRI &
JONES, 1992]. Einige dieser Terpene konnten auch in B73 gefunden werden.
Uberraschenderweise sind jedoch die Hauptterpenkomponenten vollig unterschiedlich.
Wihrend in ,,Bonanza®, ,,Stylepak* und ,,Jubilee* die Substanzen Cyclosativen, a-Ylangen
und (E)-B-Caryophyllen das Terpenspektrum dominieren, wurden in B73 7-epi-
Sesquithujen, (E)-a-Bergamoten, (E)-B-Farnesen und B-Bisabolen als Hauptbestandteile
des Sesquiterpenspektrums identifiziert. Cyclosativen und a-Ylangen werden, zumindest
unter den getesteten Bedingungen, in B73 nicht gebildet. (E)-B-Caryophyllen liegt nur in
geringen Mengen vor.

In Ubereinstimmung mit den Literaturangaben (BUTTERY & LING, 1984) wurde in
Lieschblittern von B73 eine im Vergleich zu Blittern etwa vier bis fiinf mal hoéhere
spezifische STKW-Biosyntheseaktivitit gefunden. Die Beobachtung, dass in den
Narbenfaden der weiblichen Bliitenstinde keine STKW gebildet werden (FLATH et al.,
1978; ZERINGUE, 2000), konnte in der Linie B73 ebenfalls bestitigt werden. Uber
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volatile Stoffe in ménnlichen Maisbliitenstinden gibt es keine Angaben in der Literatur. In
B73 wurden in den Antheren keine STKW gefunden.

Die Resultate der Untersuchung von STKW in B73 bestdtigen die schon von anderen
Autoren beschriebenen Beobachtungen, dass es zwischen jungen, durch Raupenfral3
induzierten Pflanzen verschiedener Maiskultivare sowohl quantitative als auch qualitative
Unterschiede in der Sesquiterpenbiosynthese gibt (GOUINGUENE ef al, 2001,
TURLINGS et al., 1998). Erstmalig konnte gezeigt werden, dass sich aber auch adulte
Pflanzen verschiedener Kultivare in ihrem STKW-Spektrum gravierend unterscheiden
konnen. Die spezifische STKW-Biosyntheseaktivitéit in den Organen adulter Maispflanzen
ist jedoch in vielen Kultivaren offenbar sehr dhnlich.

Die biologische Funktion der in B73 identifizierten STKW ist derzeit noch unklar. Das
komplette, nach Raupenfral durch Mais gebildete Duftspektrum wirkt anziehend auf
verschiedene Parasitoiden der Herbivoren (TURLINGS et al., 1990). Da aber neben den
Sesquiterpenen auch die Freisetzung von Monoterpenen, Indol und den sogenannten
»green leaf volatiles” durch Raupenfral induziert wird (TURLINGS et al., 1990), ist es
noch nicht sicher, ob Sesquiterpene in diesem tritrophischen System eine Rolle spielen.
Die konstitutiv in der Pflanze gebildeten Sesquiterpene konnten auch als FraBhemmstoffe
oder als Abwehrstoffe gegen Mikroorganismen fungieren. Eine im Vergleich zur iibrigen
Pflanze erhohte STKW-Biosyntheseaktivitét in den Lieschbléttern 14sst vermuten, dass die
Sesquiterpene hier zum Schutz des Kolbens ebenfalls als FraBhemmstoffe dienen kdnnten.
Um die STKW in B73 zu analysieren, wurden sowohl Duftsammelmethoden als auch
Extraktionen angewendet. Ein direkter Vergleich beider Methoden zeigte, dass sie zu
identischen Ergebnissen fithren. Es wurden keine qualitativen und, bezogen auf die
Verhiltnisse der einzelnen Komponenten untereinander, quantitativen Unterschiede
zwischen den von der Pflanze abgegebenen STKW und den in der Pflanze befindlichen
STKW festgestellt. Das bedeutet, dass es in Mais offenbar keine selektiven Barrieren fiir
die verschiedenen STKW beim Transport aus der Zelle in die Umgebungsluft gibt. Dieser
Transport beruht daher wahrscheinlich auf Diffusion der STKW durch die Cuticula oder
die Stomata der Pflanze.

4.2 Die Enzymfamilie der Terpensynthasen in Mais umfasst mehr als 20 Mitglieder

Terpensynthasen als die Schliisselenzyme der Terpenbiosynthese sind seit ca. 15 Jahren
Gegenstand regen Interesses. Der anfanglich tiberwiegend biochemische Zugang zu diesen
Enzymen, d.h. die direkte Isolierung und Aufreinigung aus Pflanzenmaterial, ist auf Grund
der hdufig nur sehr geringen Expression relativ kompliziert. Zur Untersuchung von
Terpensynthasen wird daher heute meist der molekularbiologische Weg iiber die Isolierung
und Klonierung der cDNA und die anschlieBende heterologe Expression angewendet.

Zu Beginn dieser Arbeit waren bereits die zwei Maisterpensynthasen AN1 und STCI
bekannt. Die Diterpensynthase AN1, ein Enzym des Primdrmetabolismus, katalysiert die
Umsetzung von Geranylgeranyldiphosphat zu ent-Kauren, dem ersten tetrazyklischen
Intermediat im Biosyntheseweg der Gibberellinsdure [BENSEN et al., 1995]. Das von
SHEN und Mitarbeitern (2000) identifizierte Gen stcI kodiert vermutlich eine
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Sesquiterpensynthase. Die heterologe Expression in unserem Labor ergab aber, dass STC1
zumindest in vitro keine katalytische Aktivitdt besitzt (unverdffentlichte Ergebnisse).
Ausgehend von den Gensequenzen von AN1 sowie weiterer pflanzlicher Terpensynthasen
wurden in der AG Degenhardt am MPI fiir Chemische Okologie degenerierte
Oligonukleotide konstruiert, um verwandte Gene aus einer cDNA-Bank von Mais zu
amplifizieren. Da diese Experimente nicht erfolgreich waren, war geplant, durch BLAST-
Analysen cDNA-Fragmente mit dhnlicher Sequenz zu bereits bekannten pflanzlichen
Terpensynthasegenen in einer Mais-EST-Datenbank zu identifizieren.

Durch diese Methode konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiinf komplette offene
Leserahmen gefunden werden, die mit tps4-B73, tps5-B73, tps6-B73, tps7-B73 und tps9-
B73 bezeichnet wurden. Die erhaltenen cDNAs kodieren die Proteine TPS4-B73, TPS5-
B73, TPS6-B73, TPS7-B73 und TPS9-B73. Die kalkulierten Molekulargewichte dieser
Enzyme (61-64 kDa) liegen im Bereich der Molekulargewichte pflanzlicher
Sesquiterpensynthasen [BOHLMANN et al., 1998A]. Weiterhin weisen sie einige fiir
Terpensynthasen typische Sequenzmerkmale auf. So besitzen sie das in die
Substratbindung involvierte ,,DDxxD“-Motiv. Es wird angenommen, dass die
Pyrophosphatgruppe des Prenyldiphosphates iiber mehrere divalente Metallkationen durch
die Aspartatreste dieses Motivs komplexiert wird [CANE et al., 1996; STARKS et al.,
1997]. Das 35 Aminosduren stromaufwérts vom ,,DDxxD“-Motiv gelegene ,,RxR*“-Motiv
ist ebenfalls in den flinf identifizierten Terpensynthasen konserviert. STARKS und
Mitarbeiter (1997) postulieren, dass die Arginine die vom Substrat abgespaltene
Pyrophosphatgruppe fixieren und somit eine nukleophile Addition dieser Gruppe an die
entstehenden Carbokationen verhindern.

Insgesamt konnten bis heute aus mehreren verschiedenen Mais-EST-Datenbanken weitere
fiinfzehn Terpensynthasegene bzw. Genfragmente isoliert werden [SCHNEE et al., 2002;
SCHNEE, 2004; BARTSCH & DEGENHARDT, unveroffentlichte Ergebnisse].
Zusammen mit den fiinf in dieser Arbeit beschriebenen Genen und den zwei bereits
bekannten Terpensynthasen AN1 und STC1 ergibt sich daher eine grofle, aus mindestens
22 Mitgliedern bestehende Genfamilie (s. Tab. 4.1). Da die in Arabidopsis thaliana
gefundene Terpensynthasefamilie insgesamt 40 Gene umfasst [AUBOURG et al., 2002]
und in den EST-Datenbanken von  Oryza  sativa  [http://www.tigr.org;
http://www.shigen.nig.ac.jap; http://www.ncbi.nlm.nih.gov] bisher 26 unterschiedliche
Terpensynthasegene eingetragen sind, kann man spekulieren, dass auch in Mais noch
weitere Gene vorhanden sind.

In einer von BOHLMANN und Mitarbeitern (1998A) vorgeschlagenen Klassifizierung
werden die pflanzlichen Terpensynthasen, basierend auf der Ahnlichkeit ihrer
Aminosduresequenzen, in sechs Untergruppen eingeteilt. Die Synthasen einer Untergruppe
haben hierbei dhnliche Sequenzen und besitzen im allgemeinen auch dhnliche Funktionen.
So bilden die Monoterpensynthasen der Angiospermen die Gruppe Tpsb, wihrend die
Sesquiterpensynthasen und einige Diterpensynthasen der Gruppe Tpsa zugeordnet sind.
Mono- und Sesquiterpensynthasen von Gymnospermen unterscheiden sich deutlich von
denen der Angiospermen und sind in der Gruppe Tpsd zusammengefasst.
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epi-Cedrolsynthase (Artemisia annua)
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(Arabidopsis thaliana) (Elaeis oleifera)
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(+)-Sabinensynthase / (Zea mays)
(Salvia officinalis)
Bornyldiphosphatsynthase TPS11
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(-)-Limonensynthase Linaloolsynthase
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(Mentha longifolia) Copalyldiphosphat-
synthase 1
(Arabidopsis thaliana)
TPS2 (Zea mays)
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0.1 (Antirrhinum majus) 3-Selinensynthase Humulensynthase (dbies grandis) (Zea mays)
B-Myrcensynthase (Abies grandis) (Abies grandis) B-Phellandrensynthase
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Abb. 4.1 Darstellung der Sequenzverwandtschaft der Maisterpensynthasen TPS4-B73, TPS5-B73,
TPS6-B73, TPS7-B73 und TPS9-B73 sowie einiger ausgewihlter reprisentativer Terpensynthasen aus
anderen Pflanzenfamilien. Die Einteilung in die einzelnen Gruppen erfolgte durch Cluster-Analyse
[BOHLMANN et al, 1998A; AUBOURG et al, 2002; DUDAREVA et al, 2003]. Die Sequenz-
verwandtschaft der Proteine wurde mit dem Programm ,,Clustal X* nach der ,,neighbor-joining*“-Methode
analysiert und mit dem Programm ,,TreeView* visualisiert. Die unterschiedlichen Gruppen sind farblich
voneinander getrennt: griin: Tpsa, blau: Tpsh, schwarz: Tpsc, violett: Tpsd, rot: Tpsf, gelb: Tpsg. Die Sesqui-
terpensynthasen von Monocotyledonen bilden eine abgegrenzte, durch punktierte Linien dargestellte
Untergruppe in Tpsa.

Drei kiirzlich im Lowenméulchen (Antirrhinum majus) identifizierte Monoterpensynthasen
passen nicht in die 1998 aufgestellte Klassifizierung und werden daher in eine neue
Gruppe von Terpensynthasen (Tpsg) eingeordnet [DUDAREVA et al., 2003].
BOHLMANN und Mitarbeiter (1998A) spekulieren, dass alle heutigen Terpensynthasen
aus einem gemeinsamen Vorldufergen entstanden sind. Weiterhin zeigen die
phylogenetischen Rekonstruktionen, dass die Trennung der in den Sekundérmetabolismus
involvierten Terpensynthasen von den entsprechenden Enzymen des Primdrmetabolismus
noch vor der Entstehung von Angiospermen und Gymnospermen stattgefunden haben
muss [BOHLMANN et al., 1998A].
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Ein Sequenzvergleich der Terpensynthasen TPS4-B73, TPS5-B73, TPS6-B73, TPS7-B73
und TPS9-B73 mit einigen reprisentativen Vertretern anderer Pflanzen zeigt, dass diese
Proteine der Gruppe Tpsa zuzuordnen sind (Abb. 4.1). Innerhalb von Tpsa formen sie
aber, zusammen mit einer Sesquiterpensynthase aus der Olpalme (Elaeis oleifera), eine
separate Untergruppe. Da die Olpalme sowie Mais zu den Monocotyledonen zihlen,
konnten die entsprechenden Gene dieser Untergruppe erst nach der Entstehung von
Monocotyledonen und Dicotyledonen aus einem gemeinsamen monocotyledonen-
spezifischen Vorldufergen entstanden sein. Die Maisterpensynthasen TPS1, TPS2 und
TPS11 [SCHNEE et al., 2002; SCHNEE 2004] ordnen sich jedoch in andere Gruppen ein
(s. Abb. 4.1). Daher sollte bereits wihrend der Trennung von Monocotyledonen und
Dicotyledonen mindestens ein weiteres Vorldufergen existiert haben.

Basierend auf den Ergebnissen der Analyse von Intron-Exon-Strukturen verschiedener
Terpensynthasegene schlagen TRAPP & CROTEAU (2001) vor, diese Gene in drei
distinkte Klassen einzuteilen. Sie kommen zur selben Schlussfolgerung wie BOHLMANN
und Mitarbeiter (1998A), dass die Gene der in den Sekunddrmetabolismus involvierten
Terpensynthasen durch Genverdopplung eines Diterpensynthase-dhnlichen Ursprungsgens
entstanden sind. Aus diesem Klasse I-Gen sind dann im Verlauf der Entwicklung durch
Intronverlust die Gene der Klassen II und III hervorgegangen. Die Intron-Exon-Struktur
einer Maisterpensynthase ist bereits bekannt. Das Gen stc/ enthilt sechs Introns, welche
sich an flir Gene der Klasse III typischen Positionen befinden [SHEN et al., 2000]. Durch
die Sequenzierung eines genomischen Klons von #ps5-B73 konnte nun die Genstruktur
einer weiteren Terpensynthase aus Mais aufgekldrt werden. Ein Vergleich der gDNA-
Sequenzen von stcl und tps5-B73 zeigte, dass sowohl die Anzahl der Introns als auch ihre
Lage im Gen und ihre GroBen konserviert sind. Das Gen ps5-B73 ist damit auch der
Klasse III zuzuordnen.

4.3 Die Muster in der Terpenemission von B73 lassen sich auf die Produktspektren
von fiinf Multiproduktenzymen zuriickfiihren

Ein interessantes Ergebnis der Analyse der Sesquiterpeninhaltsstoffe von B73 war, dass
sich die in dieser Inzuchtlinie identifizierten Sesquiterpene in insgesamt fiinf separate
Gruppen (A-E) einteilen lassen, in denen jeweils die Mengenverhiltnisse der einzelnen
Substanzen konstant bleiben. Messungen an mehreren Pflanzen zeigten, dass die Varianz
der Mengenverhiltnisse zwischen Terpenen einer Gruppe deutlich kleiner ist als die
zwischen Terpenen verschiedener Gruppen. Dies deutet darauf hin, dass die Biosynthese
der STKW der jeweiligen Gruppe gekoppelt ist.

Es ist seit ldngeren bekannt, dass Terpensynthasen die Synthese mehrerer verschiedener
Produkte katalysieren konnen. So wurden z.B. in den Produktspektren der vy-
Humulensynthase und &-Selinensynthase von Abies grandis insgesamt 52 bzw. 34
verschiedene Sesquiterpene identifiziert (STEELE er al, 1998A). Daher lag die
Vermutung nahe, dass die Sesquiterpene einer Gruppe von jeweils einem
Multiproduktenzym synthetisiert werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden Terpensynthasen aus Mais charakterisiert, deren
Produkte teilweise den Terpengruppen der Pflanze entsprechen. Die Enzyme TPS4-B73,
TPS6-B73 und TPS7-B73 akzeptieren sowohl Farnesylpyrophosphat als auch Geranyl-
pyrophosphat als Substrat und bilden jeweils mehrere Sesqui- und Monoterpene. Das
Fehlen der fiir Monoterpensynthasen charakteristischen Signalpeptide ldsst den Schluss zu,
dass diese Proteine in vivo Sesquiterpensynthasen sind. Das Gen #ps9-B73 kodiert
vermutlich ein inaktives Enzym, da weder mit GPP, FPP noch GGPP eine katalytische
Aktivitit nachweisbar war. TPS5-B73 besitzt eine im Vergleich zu TPS4-B73 etwa
100fach verringerte in vitro-Enzymaktivitit und ist damit praktisch ebenfalls inaktiv.

Die Insertion eines aktiven ¢ps5-Allels aus der Hybridlinie Delprim in Arabidopsis
thaliana zeigte, dass sich die Produktspektren des heterolog in E. coli und in A. thaliana
exprimierten Proteins nicht wesentlich voneinander unterscheiden. Das bakterielle
Expressionssystem hat offenbar keinen Einfluss auf die Produktspezifitit der Enzyme und
die Sesquiterpenspektren der bakteriell hergestellten Proteine sollten denen in planta
entsprechen.

Der Vergleich der Sesquiterpenaktivitit der rekombinanten Enzyme mit den in B73
identifizierten Sesquiterpengruppen ergab, dass die in vitro-Produkte von TPS4-B73 und
TPS6-B73 identisch mit den Verbindungen der Gruppen D bzw. C der Pflanze sind. Die
Terpene der Gruppe C werden ausschlieBlich in Wurzeln, und die der Gruppe D in
Lieschblittern und Bléttern adulter Pflanzen gebildet. Die Analyse der Transkript-
akkumulation von #ps4 und ps6 zeigte, dass tps4 hauptsichlich in adulten Pflanzen und
tps6 in Wurzeln exprimiert wird (Daten fiir #ps6 in dieser Arbeit nicht gezeigt). Daher ist
es sehr wahrscheinlich, dass in planta die Sesquiterpene der Gruppe D von TPS4 und die
der Gruppe C von TPS6 synthetisiert werden. Zwei von SCHNEE (2004) identifizierte und
charakterisierte Sesquiterpensynthasen (TPS8 und TPS10) konnten aufgrund &hnlicher
Merkmale eindeutig den Gruppen A und B zugeordnet werden (Tab. 4.1). Diese
Ergebnisse bestitigen die Vermutung, dass jeweils nur ein Enzym an der Synthese der
Sesquiterpene einer Gruppe beteiligt ist. Das in der vorliegenden Arbeit analysierte
komplexe Sesquiterpen-Duftspektrum von B73-Pflanzen wird daher mdglicherweise nur
durch fiinf Multiprodukt-Terpensynthasen gebildet.

Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick iiber die bislang bekannten Mitglieder der Familie der
Terpensynthasen in Mais. Da die Enzymaktivitit von einigen Proteinen noch nicht
bestimmt wurde, ist es moglich, dass eine dieser Terpensynthasen fiir die Synthese der
Sesquiterpene der Gruppe E verantwortlich sein konnte. Auffallend ist, dass die Produkte
der bereits charakterisierten Sesquiterpensynthasen TPS7 und TPS16 nicht im Terpen-
spektrum von B73 gefunden werden konnten. Zwar handelt es sich bei den
Hauptprodukten um Alkohole, die im Rahmen dieser Arbeit in B73 nicht analysiert
wurden, die Nebenprodukte sind jedoch charakteristische STKW. Wahrscheinlich wird die
Synthese dieser Enzyme durch bisher nicht systematisch untersuchte Faktoren reguliert.
Denkbar wire z.B. der Befall mit pathogenen Mikroorganismen. Ebenso gut konnten aber
auch andere Herbivoren die Produktion dieser Verbindungen auslosen. Da Alkohole nicht
so fliichtig wie reine STKW sind, ist eine Funktion als FraBhemmstoff gegen diese
Herbivoren vorstellbar. Letztlich kann man auch nicht ausschlielen, dass die Produkte von
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TPS7 und TPS16 Intermediate des Sekundarmetabolismus sind und daher nicht
akkumulieren.

Tab. 4.1 Uberblick iiber die Familie der Terpensynthasen in Mais. Soweit bekannt, sind die Haupt-
produkte der heterolog in E. coli exprimierten Enzyme aufgelistet. Als Substrate wurden jeweils GPP, FPP
und GGPP getestet. Die Produktspezifitdit von AN1 ist nur anhand von knock-out-Mutanten bestimmt
worden [BENSEN et al., 1995]. Die komplette cDNA der Proteine TPS13, TPS14, TPS17-20 ist derzeit noch
nicht bekannt.

Protein Hauptprodukte Gruppe Quelle

TPS1 | (E)-B-Farnesen, (E)-(3R)-Nerolidol - SCHNEE et al., 2002

TPS2 | (E)-(3S)-Nerolidol, (S)-Linalool - SCHNEE, 2004

TPS3 | keine Aktivitdt - AG Degenhardt

TPS4 | 7-epi-Sesquithujen, B-Bisabolen Gruppe D diese Arbeit

TPSS | Spuren von Sesquithujen - diese Arbeit

TPS6 | unbekanntes Sesquiterpen Gruppe C diese Arbeit

TPS7 1,6-Germacradien-5-ol, 8-Cadinen - diese Arbeit

TPS8 | Germacren D, a-Copaen, 5-Cadinen Gruppe B SCHNEE, 2004

TPS9 | keine Aktivitat - diese Arbeit

TPS10 | (E)-B-Farnesen, (E)-a-Bergamoten Gruppe A SCHNEE, 2004

TPS11 | keine Aktivitét - SCHNEE, 2004

TPS12 | Enzymaktivitdt nicht getestet - AG Degenhardt

TPS13 | Enzymaktivitét nicht getestet - AG Degenhardt

TPS14 | Enzymaktivitdt nicht getestet - AG Degenhardt

TPS15 | keine Aktivitit - BARTSCH (unveréffentlicht)
TPS16 | verschiedene Sesquiterpenalkohole - BARTSCH (unverdffentlicht)
TPS17 | Enzymaktivitdt nicht getestet - BARTSCH (unverdffentlicht)
TPS18 | Enzymaktivitdt nicht getestet - BARTSCH (unverdffentlicht)
TPS19 | Enzymaktivitdt nicht getestet - BARTSCH (unverdffentlicht)
TPS20 | Enzymaktivitdt nicht getestet - BARTSCH (unverdffentlicht)

AN1 ent-Kauren (Diterpen) - BENSEN et al., 1995

STC1 | keine Aktivitét - SHEN et al., 2000; KOLLNER

(unverdffentlicht)

4.4 Die biochemischen Merkmale von Terpensynthasen aus Mais sind dhnlich
denen von Terpensynthasen aus anderen Pflanzenfamilien

Eine detaillierte Analyse der Sesquiterpensynthase TPS1 ergab bereits, dass die
biochemischen Charakteristika dieses Enzyms gut mit denen bekannter Terpensynthasen
aus anderen Pflanzen {iibereinstimmen [SCHNEE et al., 2002]. Die fir TPS4-B73
experimentell bestimmten Werte und kinetischen Parameter bestiitigen nun die Ahnlichkeit
des biochemischen Verhaltens der Maisterpensynthasen im Vergleich zu entsprechenden
Enzymen anderer Angiospermen oder Gymnospermen.

TPS4-B73 kann die Substrate GPP und FPP in mehr als zehn Monoterpene und in tiber
zwanzig Sesquiterpene umwandeln. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit der
Monoterpenbildung im Vergleich zur Sesquiterpenbildung ist jedoch, wie auch schon fiir
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einige andere Sesquiterpensynthasen beschrieben [CROCK et al., 1997; MERCKE et al.,
1999], verringert.

Fiir die katalytische Aktivitdt von Terpensynthasen ist im allgemeinen ein divalentes
Metallkation erforderlich [BOHLMANN et al. 1998A]. Im Falle von TPS4-B73 werden
sowohl Magnesium als auch Mangan als Cofaktor akzeptiert. Da aber die
Magnesiumkonzentration in der Pflanzenzelle ca. 100fach hoher ist als die
Mangankonzentration [MARSCHNER, 1998], sollte in planta TPS4 trotz des signifikant
niedrigeren Ky-Wertes fiir Mangan iiberwiegend mit Magnesium als Cofaktor operieren.
Ein weiterer Hinweis dafiir ist der offensichtliche Einfluss des Cofaktors auf die
Produktspezifitit. Wird Magnesium als Cofaktor verwendet, so stimmen die quantitativen
Verhéltnisse im Produktspektrum von TPS4-B73 sehr gut mit den entsprechenden
Verhéltnissen des von Lieschblittern abgegebenen Terpenspektrums iiberein. Mangan
hingegen flihrt zur Zunahme an (E)-B-Farnesen bei gleichzeitiger Abnahme der anderen
Produkte. Ahnliche Effekte wurden auch fiir TPS5 und TPS6 beobachtet (Daten nicht
gezeigt). Es ist daher wahrscheinlich, dass Magnesium der bevorzugte Cofaktor dieser
Terpensynthasen in Mais ist.

4.5 Die Variabilitit im Terpenspektrum adulter Pflanzen der Kultivare B73 und
Delprim beruht auf funktionell unterschiedlichen Allelen von #ps4 und #ps5

Die quantitative und qualitative Zusammensetzung der in Maispflanzen gebildeten
Sesquiterpengemische kann zwischen Kultivaren teils erhebliche Variationen aufweisen
(GOUINGUENE et al., 2001, TURLINGS et al., 1998). Fiir diese Unterschiede gibt es
zwei theoretische Erklarungen. Einerseits konnen in der groBen Familie der
Terpensynthasen einzelne Enzyme auf Ebene der Transkription oder Translation
kultivarspezifisch reguliert werden. Die andere Mdglichkeit ist das Vorhandensein
verschiedener Alloenzyme mit verdnderter katalytischer Aktivitit in den einzelnen
Kultivaren. Letztere Erkldrung wird durch die Ergebnisse von Mutageneseexperimenten
gestiitzt, in denen schon der Austausch einzelner Aminosduren zu teils drastischen
qualitativen als auch quantitativen Verdnderungen im Produktspektrum von
Terpensynthasen fiihrte (DELIGEORGOPOLUOU & ALLEMANN, 2003; LITTLE &
CROTEAU, 2002; SEEMANN et al., 2002). In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden,
dass die Variabilitit im Terpenspektrum von zwei verschiedenen Maiskultivaren auf
funktionell unterschiedlichen Allelen zweier Gene beruht.

Seit einigen Jahren wird als Modellsystem zur Erforschung von tritrophischen
Interaktionen zwischen Mais, Herbivoren und deren Parasiten die Hybridlinie Delprim
eingesetzt [SCHMELZ et al., 2001; SCHMELZ et al., 2003; GOUINGUENE et al., 2003].
Die Terpenemission von jungen Pflanzen dieser Linie ist bereits eingehend charakterisiert
worden [GOUINGUENE et al., 2001; GOUINGUENE & TURLINGS, 2002] und zeigt im
Vergleich zu B73 keine groferen Unterschiede. Die Terpenspektren adulter Pflanzen der
Kultivare Delprim und B73 unterscheiden sich jedoch signifikant voneinander. Wahrend in
B73 die Verbindung 7-epi-Sesquithujen das Terpenspektrum dominiert, wurde in Delprim
das Diastereomer Sesquithujen als Hauptkomponente identifiziert.
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Die Charakterisierung von Terpensynthasen aus Mais ergab, dass filir die Bildung der
Hauptterpenkomponenten adulter Pflanzen in B73 das Enzym TPS4-B73 und in Delprim
das Enzym TPS5-Dell verantwortlich ist. Erstaunlicherweise sind die Proteine trotz ihrer
hohen Aminoséureidentitit von 98% nicht das Resultat zweier Allele eines Locus. So
konnten beide Sequenzen, fps4-B73 und tps5-B73, aus einer cDNA-Bank von B73
amplifiziert werden. Da in einer Inzuchtlinie naturgemdf keine unterschiedlichen Allele
vorhanden sein sollten, reprisentieren #ps4-B73 und tps5-B73 zwei unterschiedliche Gene.
Das durch heterologe Expression in E. coli hergestellte Protein TPS5-B73 besitzt im
Vergleich zu TPS4-B73 nur eine duflerst geringe katalytische Aktivitit. Es wird zwar
exprimiert, was die Amplifikation aus der cDNA-Bank beweist, die geringe Aktivitét steht
jedoch in Ubereinstimmung mit dem Fehlen der TPS5-Produkte in B73.

Tab. 4.2 Die Variabilitit im Sesquiterpenspektrum adulter Maispflanzen der Kultivare B73 und
Delprim beruht auf unterschiedlichen Allelen der Gene #ps4 und #ps5. Die Inzuchtlinie B73 bildet TPS4-
Produkte. Das heterolog in E. coli exprimierte tps4-Allel kodiert ein aktives Enzym. TPS5-B73 zeigt
hingegen nach heterologer Expression praktisch keine Aktivitit. Im Gegensatz dazu bildet die Hybridlinie
Delprim TPS5-Produkte und besitzt ein #ps5-Allel, welches ein aktives Enzym kodiert und ein zweites #psJ5-
Allel, welches ein inaktives Enzym kodiert. Das einzige bisher aus Delprim isolierte Allel von #ps4 enthalt
eine Leserastermutation.

Kultivar tps4 tps5

Inzuchtlinie B73 Allel kodiert ein aktives Enzym Allel kodiert ein inaktives Enzym

Hybridlinie Delprim | Allel enthélt eine Leserastermutation | Allel 1 kodiert ein aktives Enzym

Allel 2 kodiert ein inaktives Enzym

Aus einer cDNA-Bank der Hybridlinie Delprim konnten zwei #ps5-Sequenzen und eine
tps4-Sequenz amplifiziert werden. Die heterologe Expression zeigte, dass nur eines der
tps5-Allele ein katalytisch aktives Enzym kodiert. Das isolierte Gen tps4-Del enthélt eine
Leserastermutation, die ab Rest 441 zu einer verdnderten Aminosiduresequenz und
schlieBlich am Rest 461 zum Abbruch der Translation fiihrt. Da somit ein groBer Teil der
das aktive Zentrum enthaltenden C-terminalen Doméne fehlt, sollte das Protein inaktiv
sein. Ein zweites #ps4-Allel, welches theoretisch in der Hybridlinie vorhanden sein muss,
konnte nicht aus der cDNA-Bank isoliert oder in EST-Bibliotheken gefunden werden und
wird daher vermutlich nicht transkribiert. Alle diese Resultate, zusammen mit den
Ergebnissen der Analyse der Segregation einer Transposoninsertion in ps5-B73, sind
schliissige Hinweise fiir die Existenz zweier separater Gene.

4.6 Zwei Aminosiaureaustausche beeinflussen die Funktionalitiit von zps5-Allelen

Die Inaktivierung der nicht-funktionellen #ps4- und #ps5-Allele beruht auf
Leserastermutationen oder auf der Verringerung der katalytischen Aktivitit der
entsprechenden Proteine. Um letzteren Mechanismus verstehen zu kénnen, wurde durch in
vitro-Mutagenese der Einfluss einzelner Aminosduren auf die katalytische Aktivitidt von
TPS5 untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass zwei Mutationen fiir den Verlust der
Aktivitdt verantwortlich sind. Der Austausch von Valin 455 zu Glutamat verringert die
Enzymaktivitidt auf 60% und fiihrt zur signifikanten Erh6hung des azyklischen Produktes
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(E)-B-Farnesen. Die Modellierung der dreidimensionalen Struktur von TPS5 ergab, dass
sich der Rest 455 im Eingangsbereich des aktiven Zentrums befindet, jedoch keinen
direkten Kontakt zum Substrat hat. Das in der Nihe lokalisierte ,,DDxxD*“-Motiv ist in die
Bindung von Magnesiumionen involviert [STARKS et al, 1997]. Interessanterweise
resultierte der Austausch des Cofaktors von Magnesiumionen zu Manganionen ebenfalls in
einer Erhohung von (E)-B-Farnesen (Daten nicht gezeigt). Offensichtlich beeinflussen
beide Verdnderungen die Isomerisierung des Farnesylkations und fiihren damit zur
erhohten (E)-B-Farnesen-Bildung.

Die zweite Mutation, die die Aktivitit von TPS5 beeinflusst, ist der Austausch von Arginin
zu Tryptophan an Position 163 in der N-terminalen Domédne des Proteins. Die Bedeutung
der N-terminalen Doméne an sich ist bereits durch Deletionsuntersuchungen [ WILLIAMS
et al., 1998] und Doménenaustausch-Experimente [BACK & CHAPPELL, 1996] gezeigt
worden. Die spezifische Funktion ist jedoch immer noch unklar. Méglicherweise vermittelt
diese Doméne die korrekte Faltung des restlichen Proteins. Da Arginin 163 einen Teil der
Oberflache der N-terminalen Doméine bildet, welcher mit der C-terminalen Doméne
interagiert, konnte der Austausch von Arginin zu Tryptophan zu sterischen Behinderungen
der Interaktion beider Domidnen und damit zur inkorrekten Faltung der C-terminalen
Doméne fiihren.

4.7 Die gegensitzliche Stereoselektivitit von TPS4 und TPSS wird durch vier
Aminosiuren im aktiven Zentrum bestimmt

Die Vielfalt an unterschiedlichen Terpenen in Pflanzen ist zum grofen Teil auf die
Eigenschaft von Terpensynthasen zuriickzufiihren, mehrere Produkte aus einem Substrat
herstellen zu konnen. Die Enzyme TPS4 und TPSS synthetisieren jeweils mehr als 20
verschiedene Sesquiterpene und bestimmen die Diversitit der Sesquiterpenemission
adulter Maispflanzen. Weiterhin geben sie aber auch neue Einblicke in die Mechanismen
der Variabilitdt von natiirlichen Terpensynthasen. Beide Proteine produzieren zwar ein
qualitativ  identisches Sesquiterpengemisch, besitzen aber eine unterschiedliche
Stereoselektivitit. In den Produktspektren von TPS4 und TPS5 konnten die
Stereoisomerenpaare 7-epi-Sesquithujen und Sesquithujen, (£)- und (Z)-a-Bergamoten,
Sesquisabinen A und Sesquisabinen B, (S)- und (R)-B-Curcumen sowie (S)- und (R)-y-
Curcumen identifiziert werden. Wiahrend nun TPS4 die jeweils erstere Verbindung
bevorzugt bildet, sind die Verhiltnisse im Produktspektrum von TPS5 umgekehrt. Fiir
Pinus taeda und Solidago canadensis ist bereits die Existenz von Terpensynthasen
beschrieben worden, die Produkte mit gegensétzlicher Stereochemie synthetisieren
[PHILLIPS ef al., 2003; SCHMIDT ef al., 1999]. Das Enzympaar (-)-o-Pinensynthase und
(+)-a-Pinensynthase aus P. faeda besitzt aber im Gegensatz zu TPS4 und TPS5 nur 66%
Identitédt auf Aminosdureebene. Angaben zur Sequenzverwandtschaft der (-)-Germacren D-
Synthase und (+)-Germacren D-Synthase aus S. canadensis sind bisher nicht verdffentlicht
worden. Ein weiterer Unterschied zu TPS4 und TPS5 ist, dass sowohl die zwei
Pinensynthasen als auch die zwei Germacren D-Synthasen jeweils nur ein Hauptprodukt
bilden.
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Aufgrund der hohen Sequenzihnlichkeit von TPS4 und TPS5 war es mdglich, durch in
vitro-Mutagenese die Aminosduren, die fiir die unterschiedliche Stereoselektivitit
verantwortlich sind, zu identifizieren. Aus Strukturmodellen konnte geschlossen werden,
dass die Aminosduren eines fiir TPS4 und TPS5 charakteristischen Sequenzmotivs (TPS4:
»TTATI; TPSS: ,,SIGAN®) am Aufbau des aktiven Zentrums beteiligt sind. Tatséchlich
fiihrte die Umwandlung des ,,SIGAN“-Motivs von TPS5 zum ,, TIATI*“-Motiv zu einer mit
TPS4 vergleichbaren Produktspezifitit. Die Aminosduren 407, 409, 410 und 411
bestimmen demnach die Stereoselektivitit beider Enzyme. Werden diese Aminosduren
jeweils einzeln umgewandelt, so fiihrt nur der Austausch an Position 409 (TPS5: Glycin;
TPS4: Alanin) zu einer signifikanten Verdnderung im Produktspektrum. Die Modelle
zeigen, dass sich der Rest 409 in einem hochkonservierten Knick einer Helix befindet,
welche den Boden des aktiven Zentrums bildet und in der Kristallstruktur der 5-epi-
Aristolochensynthase aus Nicotiana tabacum [STARKS et al., 1997] als Helix G
bezeichnet wird. Die Mutation von Glycin zu Alanin an Position 409 kdnnte einerseits
iiber die Methylgruppe des Alanin die Form der Wand des aktiven Zentrums veridndern,
aber andererseits auch den Abstand zweier Helices beeinflussen, die die Seitenwéinde der
Tasche bilden. Eine weitere VergroBBerung der Aminoséureseitenkette an Position 409 fiihrt
zur volligen Inaktivierung des Enzyms.

4.8 Die Gene #ps4 und #ps5 sind vermutlich durch Genverdopplung aus einem zu
tps5 dhnlichen Ursprungsgen entstanden

Eine Kartierung von Terpensynthasegenen aus Mais ergab, dass tps4 und ps5 sehr nah
beieinander auf Chromosom 10 liegen [SCHNEE, 2004]. Dies und die hohe
Sequenzidentitit von iiber 98% lassen den Schluss zu, dass beide Gene durch
Genverdopplung und anschlieBende Divergenz aus einem gemeinsamen Vorldufer
entstanden sind. Mit der Annahme einer Mutationsrate von 6,5 x 10" synonymen
Substitutionen pro synonymen Positionen pro Jahr fiir Mais [GAUT et al., 1996] kann
nach GAUT und DOEBLY (1997) eine Divergenzzeit von ca. 3 Millionen Jahren
berechnet werden. Das Verhéltnis von nicht-synonymen Substitutionen pro nicht-
synonymer Positionen zu synonymen Substitutionen pro synonymer Positionen von ® =
0,25 lasst vermuten, dass #ps4 und #ps5 nur unter geringem Selektionsdruck stehen.

Die Genduplikation ist eine der Grundlagen fiir die Ausbildung der hohen Diversitét der
Terpenbiosynthese [AUBORG et al., 2002; FACCHINI & CHAPPELL, 1992; van der
HOEVEN, 2000]. Viele weiteren Gene des Sekundidrmetabolismus scheinen ebenfalls
durch Genverdopplung entstanden zu sein [PICHERSKY & GANG, 2000;
KLIEBENSTEIN et al, 2001; REINTANZ et al., 2001; KROYMANN et al., 2002;
CLAUSS & MITCHELL-OLDS, 2003].

Uber die Funktion der von TPS4 und TPS5 gebildeten Produkte kann derzeit nur spekuliert
werden. Daher ist es eher von theoretischem Interesse, welchen Phénotyp das
Ursprungsgen ausgeprdgt hat. Die Terpenanalyse in Sdmlingen verschiedener
StiBgraserarten der Gattungen Tripsacum, Sorghum, Pennisetum und Setaria ergab, dass,
mit einer Ausnahme, keine Produkte gebildet werden, die auf ein aktives TPS4 oder TPS5
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hinweisen (unverdffentlichte Ergebnisse). In der Wurzel von Setaria verticillata kann
jedoch ein zu TPS5 dhnliches Terpenmuster durch die Applikation eines kiinstlichen
Elicitors induziert werden (unveroffentlichte Ergebnisse). Da die Divergenzzeit der
Gattungen Sefaria und Zea auf etwa 28 Millionen Jahre geschétzt wird [GAUT, 2002], die
Genverdopplung, die zur Bildung von #ps4 und tps5 fiihrte, wahrscheinlich aber erst vor
ca. 3 Millionen Jahren stattfand, ist anzunehmen, dass das urspriingliche Gen den tps5-
Phénotyp besal.

4.9 Die Diversitit der Produktbildung von TPS4 und TPSS lésst sich durch
hypothetische Reaktionsmechanismen erkliren

Studien zum Reaktionsmechanismus der Limonensynthase in Mentha [COLBY et al.,
1993], der 5-epi-Aristolochensynthase in Piper [RISING et al., 2000] und einiger anderer
Terpensynthasen zeigen, dass die enzymkatalysierte Bildung von Terpenen iiber eine Serie
hochreaktiver carbokationischer Intermediate verlduft [CANE, 1990]. Die vielfdltigen
Reaktionsmoglichkeiten (Hydridverschiebungen, Zyklisierungen, Deprotonierung) dieser
Intermediate auf jeder Ebene der gesamten Reaktion konnen die Féhigkeit von
Terpensynthasen erklédren, aus einem Substrat mehrere Produkte zu bilden.

Um die unterschiedliche Stereoselektivitit von TPS4 und TPS5 verstehen zu konnen,
wurde, basierend auf den allgemeinen carbokationischen Mechanismen der Terpenbildung
[CANE 1999], ein fiir beide Enzyme zutreffendes hypothetisches Reaktionsschema
entworfen (s. Abb. 3.19). Nach der lonisierung des Substrates durch Abspaltung der
Pyrophosphatgruppe kann das resultierende Carbokation zum (E)-B-Farnesen deprotoniert
werden. Der Hauptteil wird jedoch iiber das Nerolidyldiphosphat und durch anschlie3ende
1,6-Zyklisierung zum Bisabolylkation umgewandelt. Dieses Intermediat entsteht sowohl in
der (6S)- als auch (6R)-Konfiguration. Ausgehend von beiden Bisabolylkationen fiithren
verschiedene Hydridverschiebungen und Zyklisierungen zu den von TPS4 und TPS5
gebildeten Terpengrundgeriisten. Eine Deprotonierung der Intermediate zu den
entsprechenden olefinischen Produkten der Enzyme erfolgt auf jeder Ebene der Reaktion.
Auffillig ist eine Symmetrie im Reaktionsmechanismus. Sowohl das (R)- als auch das (S)-
Bisabolylkation fiihren zu einer nahezu analogen Mischung von Produkten. So gibt es, mit
Ausnahme des (S)-B-Bisabolens, fiir jedes der aus dem (S)-Bisabolylkation entstandenen
Produkte einen entsprechenden, aus dem (R)-Bisabolylkation gebildeten Gegenpart. Die
gegensitzliche Stereoselektivitit von TPS4 und TPS5 kann durch die unterschiedliche
Bildung der (R)- bzw. (S)-Form des Bisabolylkations im aufgestellten Reaktions-
mechanismus erkldrt werden. So stammen im Falle von TPS5 knapp 95% der Produkte, die
aus dem Bisabolylkation entstehen von der (S)-Form und nur ca. 5% von der (R)-Form ab.
Die entsprechenden von TPS4 synthetisierten Produkte werden hingegen zu 50% aus der
(S)-Form und 50% aus der (R)-Form gebildet.

Im Gegensatz zur gro3en Produktvielfalt von TPS4 und TPSS steht aber die Tatsache, dass
beide Enzyme ausschlieBlich (S)-pB-Bisabolen bilden. Dies ist um so iiberraschender, da
ansonsten auf fast allen Stufen der Reaktion durch die Deprotonierung der verschiedenen
Intermediate Produkte entstechen. Es wurde daher versucht, einen alternativen
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Reaktionsmechanismus aufzustellen, der das stereoselektive Verhalten beider Enzyme
auch ohne die Bildung des (R)-Bisabolylkations erkldren kann.

In Abbildung 4.2 ist ein alternativer Reaktionsmechanismus fiir die Enzyme TPS4 und
TPSS5 dargestellt. Die Isomerisierung des Nerolidyldiphosphates und die 1,6-Zyklisierung
fithren ausschlieBlich zur Bildung des (S)-Bisabolylkations. Aus diesem entstehen, wie
oben schon diskutiert, durch Hydridverschiebungen, Zyklisierungen und Deprotonierung
die TPS5-Hauptprodukte (S)-B-Bisabolen und Sesquithujen sowie die entsprechenden
Nebenprodukte. Die Rotation des Methylcyclohexenylrests um die C6-C7-Bindung im (S)-
Bisabolylkation resultiert in einer Konformation dieses Intermediates, aus der die Produkte
wie z.B. 7-epi-Sesquithujen entstehen konnen, die sich im zuerst vorgeschlagenen
Mechanismus vom (R)-Bisabolylkation ableiten. Die unterschiedliche Stereoselektivitit
von TPS4 und TPS5 kann man dadurch erkldren, dass im Fall von TPS4 ca. 50% des
Bisabolylkations iiber die Ringdrehung in die alternative Konformation tiberfiihrt werden,
wihrend in TPSS die Ringdrehung fast vollstindig behindert ist.
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s N — _— @D
(IR " Ma 2+ &,
i~ £ :GB@ I | OPP oPP |
12 S OPP OPP OPP )
Farneﬂy]dlphosphat Nerolidyldiphosphat Nerolidyldiphosphat (Z)-y-Bisabolen
H(_BJ H 20 (transoid) (cisoid) 6 1 Zykhslerung
N ~ 2,7-Zyklisierung @ Ring-Drehung
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Abb. 4.2 Ein alternativer Reaktionsmechanismus fiir die Enzyme TPS4 und TPSS5. Fiir die mit (*)
gekennzeichneten Verbindungen ist die absolute Konfiguration nicht bekannt. Die in diesem Schema
vorgeschlagenen Konfigurationen ergeben sich aus dem Reaktionsmechanismus. Mit (**) markierte
Stereoisomere wurden nicht voneinander getrennt.

Die beiden vorgeschlagenen Reaktionsmechanismen sind rein hypothetischer Natur. Im
ersten Falle ist es schwierig, die angenommene Reaktion iiber das Intermediat (R)-
Bisabolylkation mit der Tatsache in Ubereinstimmung zu bringen, dass sowohl TPS4 als
auch TPSS5 kein (R)-B-Bisabolen bilden. Andererseits ist die im alternativen Mechanismus
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stattfindende Drehung des Methylcyclohexenylrests, d.h. die Rotation um die C6-C7-
Bindung, durch das Carbokation an C7 behindert und kann somit nur durch zusétzliche
Hydridverschiebungen oder iiber eine der Isomerisierung des Farnesylkations am Beginn
der katalytischen Kaskade analogen Reaktion stattfinden.

4.10 Die Modellierung von Enzym-Substrat- und Enzym-Intermediat-Komplexen
gibt einen Einblick in das aktive Zentrum von TPS4

Durch die Modellierung von Enzym-Substrat- und Enzym-Intermediat-Komplexen ist es
moglich, Aussagen zu Struktur-Funktionsbeziehungen einzelner Aminosdurereste im
aktiven Zentrum von Terpensynthasen zu erhalten. Basierend auf Kristallstrukturen
wurden solche Experimente bereits an der Aristolochensynthase aus Penicillium roqueforti
[CARUTHERS et al., 2000; DELIGEORGOPOPOULOU & ALLEMANN, 2003], der
Trichodiensynthase aus Fusarium sporotrichioides [RYNKIEWICZ et al., 2001;
RYNKIEWICZ et al, 2002], der Pentalenensynthase aus Streptomyces UCS5319
[LESBURG et al., 1998], der Bornyldiphosphatsynthase aus Salvia officinalis
[WHITTINGTON et al., 2002] und der 5-epi-Aristolochensynthase aus Nicotiana tabacum
[STARKS et al., 1997] durchgefiihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die strukturellen Grundlagen der Produktspezifitit von
TPS4 und TPSS5 mittels in silico-Modellierungsexperimenten analysiert und die erhaltenen
Modelle durch in vitro-Mutagenese verifiziert werden.

Da der Versuch der Kristallisierung von TPS4 und TPS5 bisher zu keinem Resultat fiihrte
(Daten nicht gezeigt), konnten zur Erzeugung von Proteinstrukturmodellen nur
homologiebasierende Modellierungsverfahren angewendet werden. Der Vergleich von in
silico- und in vitro-Mutageneseergebnissen am Beispiel der Aminosiduren Threonin 301
und Leucin 413 zeigt aber, dass die erhaltenen Modelle wahrscheinlich die reale Struktur
des aktiven Zentrums abbilden. Der Austausch von Threonin 301 zu Tryptophan fiihrt zur
fast vollstindigen Inaktivierung von TPS4. Die Computeranalyse dieser Mutation ergab,
dass es fiir die groe Tryptophanseitenkette aufgrund sterischer Behinderungen keine
energetisch giinstige Konformation im aktiven Zentrum gibt. Wird jedoch die Seitenkette
einer benachbarten Aminosdure verkleinert (Umtausch Leucin 413 zu Alanin), so kann
durch den entstehenden Platz die Tryptophanseitenkette energetisch giinstig positioniert
werden. Tatsdchlich resultierte der gemeinsame Austausch von Threonin 301 zu
Tryptophan und Leucin 413 zu Alanin in einem Protein mit identischer Aktivitdt im
Vergleich zur Einzelmutante Leucin 413 Alanin.

Im Strukturmodell von TPS4 befinden sich die an der Katalyse beteiligten Aminoséduren
des ,,.DDxxD*“-Motivs und des ,, TIATI*“-Motivs in der Wand eines groen Hohlraums, in
dem es rein rdumlich betrachtet mehrere Mdglichkeiten zur Aufnahme des Substrates gibt.
Die genaue Lokalisierung des aktiven Zentrums erfolgte daher durch in vitro-Mutagenese.
Diese ergab, dass das Substrat mit groer Wahrscheinlichkeit im Bereich zwischen dem
,,DDxxD“-Motiv, dem ,,TIATI“-Motiv und Threonin 301 bindet. Aufbauend auf diesen
Daten war es moglich, die Konformation und Lage einzelner Intermediate und Produkte im
aktiven Zentrum zu modellieren (Abb. 4.3).
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Am Boden des aktiven Zentrums bilden die Aminosduren des ,,TIATI“-Motivs eine Art
Grat, der das aktive Zentrum in zwei etwa gleich groe Taschen teilt. Wihrend der
Reaktion vom FPP zum (S)-p-Bisabolen iiber das Intermediat (S)-Bisabolylkation befindet
sich das Kohlenstoffskelett des Substrates bzw. das der Intermediate ausschlieBlich in
Tasche II. Eine Konformationsidnderung des (S)-Bisabolylkations kann jedoch dazu fiihren,
dass der Kopf des Intermediates mit dem Methylcyclohexenylrest in die Tasche I des
aktiven Zentrums verschoben wird und hier die Reaktion zum Sesquithujangrundgeriist
stattfindet.

Abb. 4.3 Strukturmodell des aktiven Zentrums von TPS4-B73 mit dem Intermediat (S)-
Bisabolylkation. Die beiden Taschen des aktiven Zentrums (Tasche I und II) werden durch einen Grat
voneinander getrennt, welcher von den Aminosiuren des ,, TIATI“-Motivs gebildet wird (Alanin 409 ist
gezeigt). Die Seitenketten der Tyrosinreste Y382 und Y528 sind dargestellt.

In den Seitenwénden beider Taschen befindet sich unter anderem je ein Tyrosinrest. Eine
Stabilisierung der Carbokationen iiber Kation-n-Komplexe mit den Tyrosinseitenketten ist
zwar auf Grund der ungiinstigen Geometrie dieser Seitenketten zu den Carbokationen
relativ unwahrscheinlich [LESBURG et al., 1998], die zum Substrat hin ausgerichteten
Tyrosin-Hydroxylgruppen konnten jedoch die Carbokationenbildung beeinflussen. Der
Austausch von Tyrosin 528 in Tasche II zu Phenylalanin oder Leucin beeinflusst die
Produktspezifitit von TPS4 nicht wesentlich, fiihrt aber zu einer im Vergleich zum
Wildtyp verringerten Enzymaktivitit (ca. 2%). Daher kann man spekulieren, dass die
Hydroxylgruppe von Tyrosin 528 moglicherweise schon an der Stabilisierung des durch
die Abspaltung der Pyrophosphatgruppe entstechenden Farnesylkations beteiligt ist und
damit unmittelbar die gesamte Produktbildung beeinflusst. Eine eventuelle Kation-m-
Komplex-Interaktion kann durch die Tatsache ausgeschlossen werden, dass sich der
Phénotyp der Mutante TPS4 (Y528L) trotz Fehlens des aromatischen Ringsystems nicht
wesentlich vom Phénotyp der Mutante TPS4 (Y528F) unterscheidet. Ob Tyrosin 528 nun
auch, wie angenommen, das (S)-Bisabolylkation stabilisiert, ist unklar. Die in Relation zu
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7-epi-Sesquithujen leicht erhohte Bildung von (S)-B-Bisabolen durch die Mutanten TPS4
(Y528L) und TPS4 (Y528F) spricht allerdings eher dagegen. Die Ergebnisse der
Mutationen von Tyrosin 382 in Tasche I zu Phenylalanin oder Leucin bestirken die
Vermutungen, dass die 2,6-Zyklisierung zum Sesquithujangrundgeriist in Tasche I
stattfindet und dass die Hydroxylgruppe von Tyrosin 382 die beteiligten Carbokationen
stabilisieren kann. So ist die Bildung der Sesquithujane stark verringert, wihrend die
Synthese von (S)-p-Bisabolen nicht beeinflusst ist.

Die Stereoselektivitit von TPS4 und TPS5 wird durch die vier Aminoséuren im ,, TIATI-
bzw. ,,SIGAN“-Motiv bestimmt. Durch in vitro-Mutagenese konnte gezeigt werden, dass
sich hierbei offensichtlich Alanin 409 (TPS4) bzw. Glycin 409 (TPS5) in einer
Schliisselposition befinden. Da die Methylgruppe von Alanin 409 in das aktive Zentrum
von TPS4 hineinragt, ist zu vermuten, dass die unterschiedliche Stereoselektivitit auf
sterischen Behinderungen im aktiven Zentrum beruht. Aus den im Kapitel 4.9 diskutierten
Reaktionsmechanismen geht hervor, dass im Fall von TPS4 entweder zusitzlich zum (S)-
Bisabolylkation auch das (R)-Bisabolylkation entstehen miisste, oder aber es zu einer
Konformationsdanderung des (S)-Bisabolylkations kommt. In beiden Féllen sollte dafiir im
aktiven Zentrum von TPS4 rein theoretisch mehr Platz bendtigt werden als in TPS5. Der
sich daraus ergebende Widerspruch, der groBere Platzbedarf auf der einen Seite und eine
zusitzliche platzbeanspruchende Methylgruppe auf der anderen Seite, konnte durch die
Modellierungsexperimente nicht geklart werden. Es bleibt zu hoffen, dass zukiinftige
analoge Modellierungsexperimente mit TPS5 und der sorgfiltige Vergleich der Modelle
von TPS4 und TPSS5 hier zu mehr Klarheit fithren werden.

4.11 Das Produktspektrum von TPS7 kann durch Mutagenese gezielt verindert
werden

Die durch die 5-epi-Aristolochensynthase (TEAS) aus Nicotiana tabacum Xkatalysierte
Umwandlung von FPP zu 5-epi-Aristolochen verlduft iiber das enzymgebundene, stabile
Intermediat Germacren A [CANE, 1990]. Eine Protonierung von Germacren A an C6 fiihrt
zu einem Carbokation, aus welchem iiber eine Hydridverschiebung und anschlielende
Zyklisierung das Eudesman- oder Guajangrundgertist entsteht. Ausgehend von der TEAS-
Kristallstruktur vermuten STARKS und Mitarbeiter (1997), dass die Hydroxylgruppe von
Tyrosin 520 im Zusammenwirken mit den zwei Aspartatseitenketten Asp 444 und Asp 525
als Protonendonor an der Aktivierung von Germacren A beteiligt ist. Diese drei
Aminosduren bilden die sogenannte ,katalytische Triade* von TEAS [STARKS et al.,
1997]. Obwohl die Maisterpensynthase TPS7 nur 32% Identitdt auf Aminosdureebene zu
TEAS besitzt, sind die beiden entsprechenden Aspartatreste in TPS7 (Asp 446, Asp 526)
konserviert. An Stelle des Tyrosins befindet sich allerdings der Phenylalaninrest 521, eine,
bis auf das Fehlen der Hydroxylgruppe, zu Tyrosin identische Aminosdure. Da das
Hauptprodukt von TPS7 ein Germacren-Alkohol ist, war zu vermuten, dass im
Reaktionsverlauf ein Germacrenkation entsteht und dass eine Protonierung dieses
Intermediates auf Grund der fehlenden Hydroxylgruppe an Position 521 nicht stattfinden
kann. Durch in vitro-Mutagenese sollte daher versucht werden, eine zu TEAS homologe
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katalytische Triade in TPS7 zu erzeugen und die Funktion beider Aspartatreste zu
untersuchen.

Der Austausch von Phenylalanin 521 zu Tyrosin fiihrte tatsdchlich zu einem Protein,
welches offenbar Germacrenintermediate protonieren kann und dadurch Produkte mit
Eudesman- und Guajangrundgeriist bildet. Durch die Mutation von Aspartat 526 zu
Asparagin konnte weiterhin gezeigt werden, dass das Aspartat an dieser Position essentiell
fiir die Protonierungsreaktion ist. In dem von STARKS und Mitarbeitern (1997)
vorgeschlagenen Mechanismus fiir TEAS fungiert Asp 525 als Protonenakzeptor der
Deprotonierung vom Germacrenkation zum Germacren A. Nachdem die Carboxylgruppe
von Aspartat 444 das Proton der Hydroxylgruppe von Tyrosin 520 gebunden hat,
akzeptiert der phenolische Sauerstoff das Proton von Aspartat 525. Von hier erfolgt
schlieBlich die Protonierung des Germacren A-Intermediates. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass in TPS7 die Seitenkette von Aspartat 446, entgegen den Erwartungen,
offenbar nicht in diesen Prozess involviert ist. Daher wurde ein Modell fiir einen
vereinfachten Mechanismus entworfen (Abb. 4.4). Nach diesem Modell fungiert die
Carboxylgruppe von Aspartat 526 wie auch in TEAS als Protonenakzeptor und bindet das
Proton vom C12 des Germacrenkation (Abb. 4.4.A). In einer konzertierten Aktion wird
dieses Proton nun auf den Sauerstoff des Tyrosins {bertragen und das
Hydroxylgruppenproton kann an die C6-C7-Doppelbindung des Germacren angelagert
werden (Abb. 4.4.B und C).
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Abb. 4.4 Mechanistisches Modell der Protonierung von Germacrenintermediaten durch die
Terpensynthase TPS7-B73 (F521Y). Ein Proton vom Kohlenstoffatom 12 des Germacrenkation 1 wird
durch die Carboxylgruppe der Seitenkette von Aspartat 526 aufgenommen (A) und auf das Sauerstoffatom
der Seitenkette von Tyrosin 521 iibertragen (B). Gleichzeitig wird das Hydroxylgruppenproton von Tyrosin
521 an das Kohlenstoffatom 6 des Germacrens angelagert (C). Dies resultiert in der Bildung des
Germacrenkation 2.

Der Aktivititsverlust der Einzelmutanten TPS7 (D446N) und TPS7 (D525N) ist nicht
erkldrbar. Da im Prinzip alle Produkte betroffen sind, kann spekuliert werden, dass die
Carboxylgruppen der Aspartate eventuell iiber Ladungsinteraktionen das Farnesylkation
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als erstes Intermediat der katalytischen Kaskade stabilisieren. Dagegen spricht aber die
hohe katalytische Aktivitdt der beiden Doppelmutanten TPS7 (D446N, F521Y) und TPS7
(D525N, F521Y). Die Tatsache, dass TPS7 als Hauptprodukt einen Alkohol bildet, 14sst
vermuten, dass im aktiven Zentrum ein Wassermolekiil gebunden ist. Dieses konnte z.B.
iiber Wasserstoftbriicken durch die Carboxylgruppen der Aspartate fixiert sein und somit
einen Teil der Oberfliche des aktiven Zentrums bilden. Der Austausch der Aspartate zu
Asparagin wiirde diese Wechselwirkungen stéren und damit auch zur verringerten
Aktivitdt der Mutanten fithren kdnnen.

Neuere Studien an TEAS zeigen, dass neben der katalytischen Triade auch die Aminosdure
Cystein 440 in Verbindung mit einem Wassermolekiil an der Protonierung des Germacren
A-Intermediates beteiligt ist [O’MAILLE & NOEL, 2003]. Anstelle von Cystein befindet
sich in TPS7 ein Serin, das aufgrund des hohen pK-Wertes der Hydroxylgruppe (pK ~ 13)
im Gegensatz zur Thiolgruppe des Cysteins (pK 8.3) nicht als Protonendonor agieren kann.
Da nun die Mutation von Serin 442 zu Cystein oder zu Alanin (Daten nicht gezeigt) das
Produktspektrum von TPS7 nicht wesentlich verdndert, ist ein zu TEAS analoger
Mechanismus eher unwahrscheinlich. Die im Vergleich zu TPS7 (F521Y) verdoppelte
katalytische Aktivitdt der Mutante TPS7 (S442C, F521Y) weist zwar auf eine zusétzliche
Protonierungsaktivitit hin, kann aber auch durch eventuelle Anderungen der Konformation
und/oder der Oberfliche des aktiven Zentrums, die auf dem Serin-Cystein-Austausch
beruhen, erklart werden.

v v v
AAC39431 (Germacren C) 441 ARAMNBIVGHED .. 516 VADTLYKEK.PTYTNAKG ..
CAC36896 (Germacren A) 442 SIIMNBIVGHKE .. 517 VMDMLYKNG.@NLKNVGQ ...
AAM11627 (Germacren A) 450 S 525 MIDVVYRYD.[BGFTEFPGK ..
AAM11626 (Germacren A) 452 S 527 MIDVVYRYD.RGEFTEPGK ..
AAM21659 (Germacren A) 451 S 526 MIDVVYRYD.PWGFTFPGK ..
AAM21658 (Germacren A) 473 S 548 MIDVVYKFD.RGEFTEFPGK ..
AAG41892 (Germacren D) 439 514 VIDTLYQEE.WEYTNAKG ..
AAG41891 (Germacren B) 437 512 AAEPLYKEK.[BAYTNAKG ..
A56118 (Vetispiradien) 412 C 487 IIDVTYKHNQWGYTHPEK ..
AA085555 (5-epi-Aristol.) 440 515 IVEVTYIHNLIGYTHPEK ..
Q40577 (5-epi-Aristol.) 440 515 IVEVTYIHNLBGYTHPEK ..
AAK83561* (Germacren B) 469 545 GLQFLYKYR.WGLYISDK ..
AAC05727* (Germacren B) 471 G - 547 GLQFIYKYR.[BGLYISDK ..
TPS7-B73 (Germacrenalkohol) 442 SIREMDIMSAFKN ... 516 SMTLLEFLDKRIBAYTYSKD ..

Abb. 4.5 Ausschnitt aus dem Aminosiuresequenzvergleich aller bisher veroffentlichten pflanzlichen
Sesquiterpensynthasen, in deren Reaktionsmechanismus Germacrenintermediate vorkommen. Der
Zugriffscode (accession number) fiir die NCBI-Proteindatenbank (http://www.ncbi.nlm.hih.gov/) und das
jeweilige Sesquiterpenhauptprodukt der Proteine sind angegeben. Die Positionen der Aminoséuren der
katalytischen Triade von TEAS (Q40577) sind mit einem ,, ¥ markiert. Die Reaktion von FPP zu den
unterstrichen dargestellten Produkten verlduft tiber ein Germacren A-Intermediat. Die beiden mit *
gekennzeichneten Enzyme wurden urspriinglich als 3-Selinensynthasen identifiziert [STEELE et al., 1998A].
Sie bilden aber nach neueren Erkenntnissen als Hauptprodukt Germcren B und als Nebenprodukt 5-Selinen
[LITTLE & CROTEAU, 2002].

In Abbildung 4.5 ist ein Ausschnitt aus einem Aminosduresequenzvergleich aller bisher
verdffentlichten pflanzlichen Terpensynthasen dargestellt, die ein Germacrangrundgeriist
oder davon abgeleitete Grundgeriiste herstellen. Auffillig ist, dass in den meisten
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Germacrensynthasen die Aminosduren fiir eine katalytische Triade vorhanden sind. Da
diese Enzyme aber offensichtlich nicht in der Lage sind, Germacrenintermediate zu
protonieren, miissen noch andere Faktoren fiir einen funktionsfdhigen Protonierungs-
mechanismus existieren. So konnte beispielsweise die rdumliche Lage der beteiligten
Aminosidureseitenketten dieser Enzyme im Vergleich zu TEAS veréndert sein. Das Fehlen
einer Aminosdure zwischen dem Tyrosin und dem zweiten Aspartat in allen betrachteten
Enzymen, mit Ausnahme der 5-epi-Aristolochensynthasen, der Vetispiradiensynthase und
TPS7, deutet auf solch einen Fall hin.

Ob im Gegensatz zur Hypothese der katalytischen Triade von STARKS und Mitarbeitern
(1997) in die Protonierung von Germacrenintermediaten im allgemeinen nur zwei
Aminosduren involviert sind, 14sst sich heute noch nicht sagen. Da die kiirzlich aus Mais
isolierte  Selinenalkohol-Synthase = TPS16  [BARTSCH &  DEGENHARDT,
unverdffentlicht] an Stelle des ersten Aspartats (D444 in TEAS) ein Asparagin besitzt, ist
es denkbar, dass sich in dieser Maisterpensynthase eine ,katalytische Diade®, wie fiir TPS7
(F521Y) angenommen, entwickelt hat. Ebenso gut konnte aber auch ein Wassermolekiil im
aktiven Zentrum von TPS16 und TPS7 (F521Y) die Funktion der Carboxylgruppe des
Aspartats iibernehmen. Beide Enzyme produzieren als Hauptprodukte Sesquiterpen-
alkohole und sollten daher mindestens ein Wassermolekiil im aktiven Zentrum binden.

4.12 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass flir die komplexe Terpenbiosynthese in Mais
offenbar nur wenige Typen von katalytisch aktiven Terpensynthasen verantwortlich sind.
Im Gegensatz dazu steht jedoch die Tatsache, dass Mais eine grofle Terpensynthase-
Genfamilie besitzt. Dass funktionelle und nicht-funktionelle Allele eine wichtige Rolle in
der Regulation der Terpenbiosynthese spielen, wird am Beispiel verschiedener Allele der
zwei Proteine TPS4 und TPSS5 deutlich. Eine differentielle Transkription der Mitglieder
der Genfamilie in den einzelnen Maiskultivaren ist aber vermutlich ebenfalls von
Bedeutung. Durch Messung der Transkriptakkumulation mittels Northern Blot oder
quantitativer PCR sollte es moglich sein, die Transkriptionsmuster in unterschiedlichen
Kultivaren zu analysieren und mit den entsprechenden Terpenemissionsspektren zu
vergleichen. Aus den Ergebnissen konnte gefolgert werden, mit welchen Anteilen die
funktionell unterschiedlichen Allele auf der einen Seite und die differentielle Transkription
auf der anderen Seite die Komplexitit der Terpenbiosynthese in Mais bestimmen.

Neben den genetischen Aspekten der Regulation der Terpenbiosynthese wurden im
Rahmen dieser Arbeit auch die molekularen Mechanismen der Produktbildung von
Terpensynthasen untersucht. Die beschriebenen Proteine sind Multiprodukt-Enzyme und
bilden mit dieser Eigenschaft die Grundlage der Terpendiversitit in Mais. Durch
Modellierung der dreidimensionalen Strukturen und in vitro-Mutagenese konnten
Einblicke in einzelne Schritte der Reaktionsmechanismen erhalten werden. Es sind aber
auch die Grenzen dieser Methoden deutlich geworden. Die Mutation einer Aminoséure im
aktiven Zentrum fiihrt nicht nur zum Austausch einer funktionell wichtigen Gruppe, sie
verdndert auch immer die Form der Oberfliche des aktiven Zentrums. Die beobachteten
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Effekte konnen daher auf komplexen Verdnderungen beruhen und sind nicht leicht zu
interpretieren. Im Fall von TPS7 ist geplant, das aufgestellte mechanistische Modell der
Protonierung von Germacrenintermediaten durch den Einsatz von unterschiedlich
deuterierten Substraten zu untersuchen. Die massenspektrometrische Analyse der
Reaktionsprodukte soll hierbei Aufschluss dariiber geben, ob ein vom Intermediat
abgespaltenes Deuterium am Protein verbleibt oder aber, wie fir TEAS postuliert
[STARKS et al., 1997], wieder an anderer Position an das Germacren angelagert wird.
Analog dazu kann eine eventuelle Beteiligung eines Wassermolekiils durch Einsatz von
Deuteriumoxid analysiert werden. Letztliche Gewissheit iiber die Vorgédnge im aktiven
Zentrum wird aber nur die Cokristallisierung der Terpensynthasen mit nicht
hydrolysierbaren Substratanaloga oder Intermediaten erbringen.

Ein weites Feld fiir zukiinftige Arbeiten ist die Vorhersage von Produktprofilen aus den
Aminosduresequenzen von Terpensynthasen und, eng damit verbunden, die gezielte
Konstruktion neuer Terpensynthasen flir wissenschaftliche und kommerzielle
Anwendungen. Die Arbeiten an TPS7 zeigen, dass dies in Einzelféllen bereits moglich ist.
Uber die konkrete biologische Funktion von Maisterpenen ist derzeit wenig bekannt. Die
nach Raupenbefall abgegebenen Stoffgemische konnen parasitische Schlupfwespen
anlocken, enthalten neben vielen Terpenen aber auch andere Bestandteile. Das Ausschalten
einzelner Terpensynthasegene in der Pflanze und die olfaktometrische Analyse der
entsprechenden Phénotypen ist ein Weg, die eventuelle Funktion von Terpenen in diesem
tritrophischen System zu untersuchen. Da die Transformation von Mais aber sehr
zeitaufwendig und  schwierig  durchzufilhren ist, konnten als  Alternative
Terpensynthasegene aus Mais in Arabidopsis-Pflanzen heterolog exprimiert werden und
die Attraktivitdt der Duftspektren transgener Pflanzen im Olfaktometer analysiert werden.
Das dies praktisch moglich ist, zeigt die in dieser Arbeit erzeugte transgene Arabidopsis-
Mutante.
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5 Zusammenfassung

Mais produziert wie die meisten Pflanzen eine Vielzahl unterschiedlicher Terpene. Die
qualitative und quantitative Zusammensetzung des hauptsdchlich durch Sesquiterpene
dominierten Gemisches ist zum einen vom jeweiligen Maiskultivar, zum anderen aber
auch vom Entwicklungsstand der einzelnen Pflanze sowie von biotischen und abiotischen
Faktoren abhingig. Da die molekularen und genetischen Mechanismen dieser Komplexitét
erst wenig verstanden sind, sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit verschiedene
Aspekte dieser Diversitit am Beispiel der Sesquiterpensynthese untersucht werden.

Die Maisinzuchtlinie B73 bildet mehr als zwanzig unterschiedliche Sesquiterpene.
Charakteristische Terpenmuster lassen vermuten, dass nur fiinf Typen von Multiprodukt-
Terpensynthasen an der Biosynthese dieser Verbindungen beteiligt sind. Im Gegensatz zu
Sdmlingen unterscheiden sich adulte B73-Pflanzen in ihrem Terpenspektrum von anderen
Kultivaren. So produzieren die Kultivare B73 und Delprim zwar identische Sesquiterpene,
jedoch sind die quantitativen Verhéltnisse der einzelnen Komponenten zueinander vollig
verschieden.

Durch Sequenzvergleiche mit bereits bekannten pflanzlichen Terpensynthasegenen war es
mdglich, in einer EST-Datenbank der Inzuchtlinie B73 fiinf offene Leserahmen (¢ps4-B73,
tps5-B73, tps6-B73, tps7-B73, tps9-B73) zu identifizieren, die Proteine mit fiir
Terpensynthasen charakteristischen Merkmalen kodieren. Eine heterologe Expression
dieser Gene in E. coli sowie die anschlieBende Charakterisierung der rekombinanten
Proteine ergab, dass TPS4-B73, TPS6-B73 und TPS7-B73 Sesquiterpensynthaseaktivitét
besitzen. TPS9-B73 ist in vitro inaktiv und die fiir TPS5-B73 gemessene Aktivitit betragt
weniger als 1% der katalytischen Aktivitit des mit 98% Aminosdureidentitit
nahverwandten TPS4-B73. Ein Vergleich der in E. coli und A. thaliana exprimierten
Enzymaktivititen mit den Terpenprofilen von B73 ldsst den Schluss zu, dass in planta die
Synthese der dominanten Terpene adulter Pflanzen durch TPS4-B73 katalysiert wird und
TPS6-B73 an der Synthese der in Wurzeln gebildeten Terpene beteiligt ist.

Die Isolierung und heterologe Expression verschiedener Allele von #ps4 und #ps5 aus B73
und Delprim ergab, dass sich die beobachtete Variabilitit in der Terpenemission adulter
B73- und Delprim-Pflanzen auf die unterschiedliche Aktivitit der von diesen Allelen
kodierten Enzyme zuriickfiihren ldsst. Im Gegensatz zu B73 kodiert Delprim ein aktives
Allel von tps5, welches die Terpene adulter Pflanzen bildet, wihrend #ps4-Del durch eine
Leserastermutation inaktiv ist. Durch in vifro-Mutagenese konnten zwei Aminosduren
identifiziert werden, die fiir die geringe katalytische Aktivitit von TPS5-B73
verantwortlich sind. Eine dieser Aminosduren befindet sich im Eingangsbereich des
aktiven Zentrums. Die zweite ist liberraschenderweise in der N-terminalen Doméne des
Proteins lokalisiert.
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Trotz der hohen Sequenzidentitit besitzen TPS4 und TPS5 eine unterschiedliche
Stereoselektivitit. Fiir diesen Effekt sind vier Aminosduren verantwortlich, die ein fiir das
jeweilige Enzym charakteristisches Sequenzmotiv (TPS4: , TIATI*, TPSS5: ,,SIGAN®)
bilden. Durch in vitro-Mutagenese und Strukturmodelle war es mdglich, das aktive
Zentrum von TPS4 zu bestimmen. Die fiinf Aminosduren des ,,TIATI“-Motivs sind am
Boden des aktiven Zentrums lokalisiert und unterteilen es durch die Bildung eines Grates
in zwei Taschen. Sowohl die Ergebnisse des Austausches zweier Tyrosine zu Phenylalanin
als auch die Modellierung von Enzym-Substrat- und Enzym-Intermediat-Komplexen
deuten darauf hin, dass das am Anfang der Reaktion in einer Tasche des aktiven Zentrums
lokalisierte Substrat im Verlauf der Reaktionskaskade durch eine Konformationsédnderung
teilweise in die zweite Tasche hineinragen kann. Wahrend das Hauptprodukt (S)-B-
Bisabolen vollstindig in der ersten Tasche gebildet wird, fiihrt die Konformationsinderung
zu bizyklischen und trizyklischen Produkten. Die Aminosduren des ,,TIATI*- bzw.
»SIGAN“-Motivs konnten diesen Vorgang beeinflussen und damit die Stereoselektivitét
der Enzyme bestimmen.

Die hohe Anzahl von in Mais gebildeten Sesquiterpenen ist zum grofen Teil darauf
zuriickzufiihren, dass die in dieser Arbeit identifizierten Terpensynthasen
Multiproduktenzyme sind. Ein fiir TPS4 und TPS5 aufgestellter Reaktionsmechanismus
verdeutlicht die Entstehung mehrerer Produkte aus einem Substrat. Die Stereoselektivitét
beider Enzyme kann durch das Verhéltnis der Bildung von (R)- und (S)-
Bisabolylkationintermediaten erklart werden. Wahrend im Fall von TPS4 das (R)- und das
(S)-Enantiomer als Racemat entsteht, bildet TPS5 beide Enantiomere im Verhiltnis 95:5.
In einem zweiten, alternativen mechanistischen Modell leiten sich alle Produkte vom (S)-
Bisabolylkation ab. Die Stereoselektivitdt ist hierbei von Konformationséinderungen dieses
Intermediates abhéngig.

Die Untersuchung der Terpensynthase TPS7 zeigte, dass das Produktprofil dieses Enzyms
durch den Austausch einzelner Aminosduren vorhersagbar manipuliert werden kann.
Schon die Mutation von ein oder zwei Resten im aktiven Zentrum fiihrte zu einem Protein,
dass ein vollig neues Produktspektrum aufweist. Im Hinblick auf die Diversitit der
Terpenbiosynthese in Mais ergibt sich die theoretische Moglichkeit von funktionell
unterschiedlichen Alloenzymen, die beispielsweise flir Unterschiede zwischen einzelnen
Kultivaren verantwortlich sein kdnnten.
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7 Anhang

7.1 DNA-Sequenzen

tps4-B73 (Accession-Nummer: AY518310)
ATGGCGTCTCCTCCAGCACATCGTTCCAGCAAGGCAGCTGATGAGGAGCTGCCAAAGGCTTCTTCGACCTTTC
ACCCAAGTCTGTGGGGCAGTTTCTTCCTGACCTACCAGCCGCCAACTGCACCTCAGCGAGCAAACATGAAAGA
ACGAGCTGAGGTTTTAAGAGAACGTGTTAGGAAGGTTTTGAAGGGCTCGACGACTGATCAACTACCAGAAACA
GTGAATCTTATATTAACATTGCAAAGACTTGGACTGGGTTACTACTACGAGAACGAGATAGACAAGTTGCTGC
ACCAAATTTACAGCAACTCCGATTACAATGTGAAAGATCTTAACTTGGTTTCGCAGCGGTTCTACCTTCTTCG
AAAGAACGGCTACGATGTGCCATCAGATGTATTTCTGAGCTTCAAAACAGAAGAAGGCGGCTTCGCCTGTGCT
GCTGCTGACACGAGAAGCTTGTTAAGCTTATATAACGCAGCATATCTGAGGAAGCATGGAGAGGAGGTACTAG
ACGAAGCGATTTCATCGACTAGACTCCGCCTCCAAGATCTCCTTGGACGACTTCTTCCAGAATCGCCATTTGC
AAAGGAGGTGTCTTCTTCCCTTCGTACCCCTCTCTTCAGAAGGGTTGGGATACTAGAAGCGAGAAACTACATA
CCCATTTACGAAACGGAGGCGACGCGAAACGAAGCCGTATTGGAGCTTGCGAAACTGAATTTTAACCTTCAGC
AACTTGATTTCTGTGAAGAGCTAAAGCATTGCTCAGCGTGGTGGAACGAGATGATAGCCAAATCAAAGCTGAC
CTTTGTTAGAGATAGAATTGTAGAGGAGTATTTCTGGATGAATGGAGCATGCTATGATCCGCCGTACTCCCTT
TCCCGAATTATACTGACAAAGATCACGGGACTTATTACAATAATCGATGATATGTTTGATACACATGGTACCA
CTGAAGATTGCATGAAATTCGCTGAAGCGTTTGGCAGATGGGACGAAAGTGCAATACATCTCCTTCCAGAGTA
CATGAAGGATTTCTACATATTGATGTTGGAGACATTTCAGTCATTTGAGGATGCTTTAGGGCCAGAGAAGAGC
TACCGTGTGCTTTACCTAAAACAGGCGATGGAGCGTTTAGTTGAGCTATACTCCAAGGAAATAAAATGGCGTG
ATGATGATTATGTGCCGACAATGAGTGAACACCTCCAGGTTTCAGCAGAGACCATCGCAACCATTGCTCTAAC
ATGTTCTGCATATGCTGGGATGGGTGATATGTCGATAAGAAAGGAGACCTTCGAGTGGGCTTTGAGCTTTCCT
CAATTTATAAGAACTTTTGGTTCATTTGTACGGCTCTCCAACGATGTCGTATCGACCAAGCGTGAGCAAACAA
AAGACCATAGTCCCTCCACTGTCCATTGTTACATGAAGGAGCATGGAACGACCATGGACGATGCATGTGAAAA
GATAAAGGAGCTTATCGAAGATTCATGGAAGGATATGCTAGAGCAATCCCTTGCGCTGAAAGGGCTCCCAAAG
GTTGTGCCACAGCTAGTGTTTGACTTCTCAAGAACCACGGATAATATGTACAGGGATCGTGACGCATTGACCT
CTTCGGAAGCACTCAAGGAAATGATACAGCTACTGTTTGTGGAGCCAATACCCGAATGA

tps4-Del (Accession-Nummer: AY518312)
ATGGCGTCTCCTCCAGCACATCGTTCCAGCAAGGCAGCTGATGAGGAGCTGCCAAAGGCTTCTTCGACCTTCC
ACCCAAGTCTGTGGGGCAGTTTCTTCCTGACCTACCAGCCGCCAACTGCACCCCAGCGAGCAAACATGGAAGA
ACGAGCTGAGGTTTTAAGAGAACGTGTTAGGAAGGTTTTGAAGGGCTCGACGACTGATCAACTACCAGAAACA
GTGAATCTTATATTAACATTGCAAAGGCTTGGACTGGGTTACTACTACGAGAACGAGATAGACAAGTTGCTGC
ACCAAATTTACAGCAACTCCGATTACAATGAGAAAGATCTTAACTTGGTTTCGCAGCGGTTCTACCTTCTTCG
AAAGAACGGCTACGATGTGCCATCAGATGTATTTCTGAGCTTCAAAACAGAAGAAGGCGGCTTCGCCTGTGCT
GCTGCTGACACGAGAAGCTTGTTAAGCTTATATAACGCAGCACATCTGAGGAAGCATGGAGAGGAGGTACTAG
ACGAAGCGATTTCATCGACTAGACTCCGCCTCCAAGATCTTCTTGGACGACTTCTTCCAGAATCGCCATTTGC
AAAGGAGGTGTCTTCTTCCCTTCGTACCCCTCTCTTCAGAAGGGTTGGGATACTAGAAGCGAGAAACTACATA
CCCATTTACGAAAAGGAGGCGACGCGAAATGAAGCCGTATTGGAGCTTGCGAAACTGAATTTTAACCTTCAGC
AACTTGATTTCTGTGAAGAGCTAAAGCATTGCTCAGCGTGGTGGAACGAGATGATAGCCAAATCAAAGCTGAC
CTTTGTTAGAGATAGAAT TGTAGAGGAGTAT TTCTGGATGAATGGAGCATGCTATGATCCGCCATACTCCCTT
TCCCGAATTATACTGACAAAGATCACGGGACTAATTACAATAATCGATGATATGTTCGATACACATGGTACCA
CTGAAGATTGCATGAAATTCGCTGAAGCGTTTGGCAGATGGGACGAAAGTGCAATACATCTCCTTCCAGAGTA
CATGAAGGATTTCTACATATTGATGTTGGAGACATTTCAGTCATTTGAGGATGCTTTAGGGCCAGAGAAGAGC
TACCGTGTGCTGTACCTAAAACAGGCGATGGAGCGTTTAGTTGAGCTATACTCCAAGGAAATAAAATGGCGTG
ATGATGATTATGTGCCGACAATGAGTGAACACCTCCAGGTTTCAGCAGAGACCATCGCAACCATTGCTCTAAC
ATGTTCTGCATATGCTGGGATGGGTGATATGTCGATAACAAAGGAGACCTTCGAGTGGGCTTTGAGCTTTCCT
CAATTTAATTATAAGAACTTTTGGTTCATTTGTACGGCTCTCCAACGATGTCGTATCGACCAAGCGTGAGCAA
ACAAAAGACCATAGTCCCTCCACTGTCCATTGTTACATGAAGGAGCATGGAACGACCATGGACGATGCATGTG
AAAAGATAAAGGAGCTTATCGAAGATTCATGGAAGGATATGCTAGAGCAATCCCTTGCGCTGAAAGGGCTCCC
AAAGGTTGTGCCACAGCTAGTGTTTGACTTCTCAAGAACCACGGATAATATGTACAGGGATCGTGACGCATTG
ACCTCTTCGGAAGCACTCAAGGAAATGATACAGCTACTGTTTGTGGAGCCAATACCCGAATGA
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tps5-B73 (Accession-Nummer: AY518311)
ATGGCGTCTCCTCCAGCACATCGTTCCAGCAAGGCAGCTGATGAGGAGCTGCCAAAGGTTTCTTCGACCTTCC
ACCCAAGCCTGTGGGGCAGTTTCTTCCTGACCTACCAGCCGCCAACTGCACCCCAGCGAGCAAACATGAAAGA
ACGAGCTGAGGTTTTAAGAGAACGTGTTAGGAAGGTTTTGAAGGGCTCGACGACTGATCAACTACCAGAAACA
GTGAATCTTATATTAACATTGCAAAGACTTGGACTGGGTTACTACTACGAGAACGAGATAGACAAGTTGCTGC
ACCAAATTTACAGCAACTCCGaTTACAATGTGAAAGATCTTAACTTGGTTTCGCAGCGGTTCTACCTTCTTCG
AAAGAACGGCTACGATGTGCCATCAGATGTATTTCTGAGCTTCAAAACAGAAGAAGGCGGCTTCGCCTGTGCT
GCTGCTGACACGAGAAGCTTGTTAAGCTTATATAACGCAGCATATCTGTGGAAGCATGGAGAGGAGGTACTGG
ACGAAGCGATTTCATCGACTAGACTCCGCCTCCAAGATCTCCTTGGACGACTTCTTCCAGAATCGCCATTTGC
AAAGGAGGTGTCTTCTTCCCTTCGTACCCCTCTCTTCAGAAGGGTTGGGATACTAGAAGCGAGAAACTACATA
CCCATTTACGAAACGGAGGCGACGCGAAACGAAGCCGTATTGGAGCTTGCGAAACTGAATTTTAACCTTCAGC
AACTTGATTTCTGTGAAGAGCTAAAGCATTGCTCAGCGTGGTGGAACGAGATGATAGCCAAATCAAAGCTGAC
CTTTGTTAGAGATAGAATTGTAGAGGAGTaTTTCTGGATGAATGGAGCATGCTATGATCCGCCATACTCCCTT
TCCCGAATTATACTGACAAAGATCACGGGACTTATTACAATAATCGATGATATGTTTGATACACATGGTACCA
CTGAAGATTGCATGAAATTCGCTGAAGCGTTTGGCAGATGGGACGAAAGTGCAATACATCTCCTTCCAGAGTA
CATGAAGGATTTCTACATATTGATGTTGGAGACATTTCAGTCATTTGAGGATGCTTTAGGGCCAGAGAAGAGC
TACCGTGTGCTCTACCTAAAACAGGCGATGGAGCGTTTAGTTGAGCTATACACCAAGGAAATAAAATGGCGTG
ATGAGGATTATGTGGCGACAATGAGTGAACACCTCAAGGTTTCAGCAGAGTCCATCGGAGCCAATGCTCTAAC
ATGTTCTGCATATGCTGGGATGGGTGATATGTCGATAACAAAGGAGACCTTCGAGTGGGCTTTGAGCTTTCCA
CAATTTATAAGAACTTTTGGTTCATTTGTACGGCTCTCCAACGATGTCGAATCGACCAAGCGTGAGCAAACAA
AAGACCATAGTCCGTCCACTGTCCATTGTTACATGAAGGAGCATGGAATAACAATGGATGATGCATGTGAAAA
GATAAAAGAGCTTATCGAAGATTCATGGAAGGATATGCTGGAGCAATCCCTTGCGCTGAAAGGGCTCCCARAG
GTTGTGCCACAGCTAGTGTTTGACTTCTCAAGAACCACGGATAATATGTACAGGGATCGTGACGCATTGACTT
CTTCAGAAGCACTCAAGGAAATGATACAGCTACTGTTTGTGGAGCCAATACCCGAATGA

tps5-Dell (Accession-Nummer: AY518313)
ATGGCGTCTCCTCCAGCACATCGTTCCAGCAAGGCAGCTGATGAGGAGCTGCCAAAGGCTTCTTCGACCTTCC
ACCCAAGCCTGTGGGGCAGTTTCTTCCTGACCTACCAGCCGCCAACTGCACCCCAGCGAGCAAACATGAAAGA
ACGAGCTGAGGTTTTAAGAGAACGTGTTAGGAAGGTTTTGAAGGGCTCGACGACTGATCAACTACCAGAAACA
GTGAATCTTATATTAACATTGCAAAGACTTGGACTGGGTTACTACTACGAGAACGAGATAGACAAGTTGCTGC
ACCAAATTTACAGCAACTCCGATTACAATGAGAAAGATCTTAACTTGGTTTCGCAGCGGTTCTACCTTCTTCG
AAAGAACGGCTACGATGTGCCATCAGATGTATTTCTGAACTTCAAAACAGAAGAAGGCGGCTTTGCCTGTGCT
GCTGCTGACACGAGAAGCTTGTTAAGCTTATATAACGCAGCATATCTGAGGAAGCATGGAGAGGAGGTACTAG
ACGAAGCGATTTCATCGACTAGACTCCGCCTCCAAGATCTCCTTGGACGACTTCTTCCAGAATCGCCATTTGC
AAAGGAGGTGTCTTCTTCCCTTCGTACCCCTCTCTTCAGAAGGGTTGGGATACTAGAAGCGAGAAACTACATA
CCCATTTACGAAAAGGAGGCGACGCGAAATGAAGCCGTATTGGAGCTTGCGAAACTGAATTTTAACCTTCAGC
AACTTGATTTCTGTGAAGAGCTAAAGCATTGCTCAGCGTGGTGGAACGAGATGATAGCCAAATCAAAGCTGAC
CTTTGTTAGAGATAGAATTGTAGAGGAGTATTTCTGGATGAATGGAGCATGCTGTGATCCGCCGTACTCCCTT
TCCCGAATTATACTGACAAAGATCACGGGGCTTATTACAATAATCGATGATATGTTTGATACACATGGTACCA
CTGAAGATTGCATGAAATTCGCTGAAGCATTTGGCAGATGGGACGAAAGTGCAATACATCTCCTTCCAGAGTA
CATGAAGGATTTCTACATATTGATGTTGGAGACATTTCAGTCATTTGAGGATGCTTTAGGGCCAGAGAAGAGC
TACCGTGTGCTTTACCTAAAACAGGCGATGGAGCGTTTAGTTGAGCTATACTCCAAGGAAATAAAATGGCGTG
ATCAGGATTATGTGGCGACAATGAGTGAACACCTCCAGGTTTCAGCAGAGTCCATCGGAGCCAATGCTCTAAC
ATGTTCTGCATATGCTGGGATGGGTGATATGTCGATAACAAAGGAGACCTTCGAGTGGGCTTTGAGCTTTCCT
CAATTTATAAGAACTTTTGGTTCATTTGTACGGCTCTCCAACGATGTCGtATCGACCAAGCGTGAGCAAACAA
AAGACCATAGTCCCTCCACTGTCCATTGTTACATGAAGGAGCATGGAACAACCATGGACGATGCATGTGAAAA
GATAAAGGAGCTTATCGAAGATTCATGGAAGGATATGCTAGAGCAATCCCTTGCGCTGAAAGGGCTCCCARAG
GTTGTGCCACAGCTAGTGTTTGACTTCTCAAGAACCACGGATAATATGTACAGGGATCGTGACGCATTGACCT
CTTCGGAAGCACTCAAGGAAATGATACAGCTACTGTTTGTGGAGCCAATACCCGAATGA

tps5-Del2 (Accession-Nummer: AY518314)

ATGGCGTCTCCTCCAGCACATCGTTCCAGCAAGGCAGCTGATGAGGAGCTGCCARAGGCTTCTTCGACCTTCC
ACCCAAGCCTGTGGGGCAGTTTCTTCCTGACCTACCAGCCGCCAACTGCACCCCAGCGAGCAAACATGAAAGA
ACGAGCTGAGGTTTTAAGAGAACGTGTTAGGAAGGTTTTGAAGGGCTCGACGACTGATCAACTACCAGAAACA
GTGAATCTTATATTAACATTGCAAAGACTTGGACTGGGTTACTACTACGAGAACGAGATAGACAAGTTGCTGC
ACCAAATTTACAGCAACTCCGATTACAATGTGAAAGATCTTAACTTGGTTTCGCAGCGGTTCTACCTTCTTCG
AAAGAACGGCTACGATGTGCCATCAGATGTATTTCTGAGCTTCAAAACAGAAGAAGGCGGCTTCGCCTGTGCT
GCTGCTGACACGAGAAGCTTGTTAAGCTTATATAACGCAGCATATCTGTGGAAGCATGGAGAGGAGGTACTAG
ACGAAGCGATTTCATCGACTAGACTCCGCCTCCAAGATCTCCTTGGACGACTTCTTCCAGAATCGCCATTTGC
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AAAGGAGGTGTCTTCTTCCCTTCGTACCCCTCTCTTCAGAAGGGTTGGGATACTAGAAGCGAGAAACTACATA
CCCATTTACGAAACGGAGGCGACGCGAAACGAAGCCGTATTGGAGCTTGCGAAACTGAATTTTAACCTTCAGC
AACTTGATTTCTGTGAAGAGCTAAAGCATTGCTCAGCGTGGTGGAACGAGATGATAGCCAAATCAAAGCTGAC
CTTTGTTAGAGATAGAATTGTAGAGGAGTATTTCTGGATGAATGGAGCATGCTATGATCCGCCATACTCCCTT
TCCCGAATTATACTGACAAAGATCACGGGACTTATTACAATAATCGATGATATGTTTGATACACATGGTACCA
CTGAAGATTGCATGAAATTCGCTGAAGCGTTTGGCAGATGGGACGAAAGTGCAATACATCTCCTTCCAGAGTA
CATGAAGGATTTCTACATATTGATGTTGGAGACATTTCAGTCATTTGAGGATGCTTTAGGGCCAGAGAAGAGC
TACCGTGTGCTCTACCTAAAACAGGCGATGGAGCGTTTAGTTGAGCTATACACCAAGGAAATAAAATGGCGTG
ATGAGGATTATGTGGCGACAATGAGTGAACACCTCCAGGTTTCAGCAGAGTCCATCGGAGCCAATGCTCTAAC
ATGTTCTGCATATGCTGGGATGGGTGATATGTCGATAACAAAGGAGACCTTCGAGTGGGCTTTGAGCTTTCCA
CAATTTATAAGAACTTTTGGTTCATTTGTACGGCTCTCCAACGATGTCGTATCGACCAAGCGTGAGCAAACAA
AAGACCATAGTCCGTCCACTGTCCATTGTTACATGAAGGAGCATGGAATAACAATGGATGATGCATGTGAAAA
GATAAAAGAGCTTATCGAAGATTCATGGAAGGATATGCTGGAGCAATCCCTTGCGCTGAAAGGGCTCCCAAAG
GTTGTGCCACAGCTAGTGTTTGACTTCTCAAGAACCACGGATAATATGTACAGGGATCGTGACGCATTGACTT
CTTCAGAAGCACTCAAGGAAATGATACAGCTACTGTTTGTGGAGCCAATACCCGAATGA

tps6-B73 (Accession-Nummer: AY518315)
ATGGCTGCCCCAACACTAACTGCAGATGGTCCTCGCCTCGGCCAGCAGGAGATGAAGAAGATGTCTCCCTCCT
TCCATCCAACTCTGTGGGGAGATTTCTTTCTTTCTTACGAGGCTCCGACCGAGGCACAGGAAGCTCAAATGAG
AGAAAAGGCTGCAGTGCTAAAGGAAGAAGTGAGAAACATGATTAAAGGTTCACATGATGTGCCAGAAATAGTG
GACCTTATTATCACCCTGCAGCGACTAAATCTGGACTACCACTACGAGGATGAGATAAATGAAAAGTTGACTG
TTGTTTACAAATCCAATTATGATGGTGGTAATTTGGACTTAGTTTCACGTCGATTCTATCTTCTGCGTARATG
TGGCTACGATGTTTCATCTGATGTATTCCTAAAATTCAAAGACCAACTTGGGAATTTTGTTGAGGCTGATACC
AGGAGCTTGTTAAGCTTATACAATGCAGCATTCCTGAGGATTCATGGAGAGACAGTGCTTGACGAGGCAATTT
CTTTTACTATGAGAGTTCTTCAAGATAGATTAGAACATTTGGAATCGCCATTAGCAGAGGAAGTGTCTTCTGC
TCTTGACACACCACTTTTTCGAAGGGTTGGAACTTTGGAAATGAAGGATTACATTCCTATCTACGAAAAGGAC
GCTAAACAAAATAAATCAATATTAGAGTTTGCGAAACTAAACTTCAACCTTTTACAACTTCGTTATTCATCAG
AGCTAAAAGAGTGCACAACCTGGTGGAAAGAACTTCGCGTCGAATCAAACTTGAGTTTCGTCAGGGATAGGAT
AGTAGAGGTGTACTTTTGGATGAGTGGGGGATGCTATGATCCTCAATATTCTCATTCTCGAATTATACTTACA
AAGATAGTTGCTTTCATCACGATTCTAGATGATACCCTTGACTCACATGCTACTTCTTGTGAGAGTATGCAAC
TTGCAGAAGCAATCGAAAGGTGGGATGAAAGTGCAGTCTCTCTACTCCCAGAATACATGAAGGATTTCTACAT
GTATTTGTTGAAGACATTTTCATCGTTTGAGAATGAGTTAGGACCAGACAAGAGCTACCGAGTGTTCTACTTA
AAAGAAGCGGTGAAGGAATTAGTTCGGGAATATACCAAGGAAATAAAATGGCGTGATGAGGATTATGTGCCCA
AAACATTGAAAGAGCACCTTAAAGTTTCACTCATAAGCATTGGAGGCACTCTGGTGCTATGTTCTGCGTTTGT
TGGAATGGGTGATGTAGTAACAAAGAAGATCATGAAATGGGTTATGAGTGATGCTGAACTTGTTAAGTCTTTT
GGTATATTTGTACGGCTCTCCAATGATATTGTATCAACCAAGCGTGAACAAAGAGAGAAGCATTGTGTCTCCA
CTGTTCAGTGTTACATGAAGCAGCATGAAATAACAATGGATGAAGCGTGTGAGCAGATAAAAGAACTTACAGA
AGATTCATGGAAGTTCATGATTGAACAAGGCCTTGCACTAAAAGAATACCCGATAATTGTGCCACGAACGGTA
CTAGAGTTTGCACGAACTGTAGACTACATGTACAAGGAAGCTGATAAGTACACTGTCTCACATACAATCAAAG
ACATGTTAACGTCGCTTTATGTGAAGCCGGTACTCATGTGA

tps7-B73 (Accession-Nummer: AY518316)

ATGGCTACTACGGGCACAACATCTATGCCAGCACCTGTGTTTCACCCCACGGTGTGGGGGGACTACTTCATCA
AATTTGTCCCAGAGCCATTGCAGGTTTCAGATGAAACGATGGCAGAGAGAATCAGGCATTTGAGAGAGGAGGT
AAGTGGTATGTTCCAGGCTTGCAAGAACGTTGTGGACAAAACGAACCTAGTAGACGTGGTACAACGTCTTGGA
ATAGATCACCATTTCGAGGAACAGATAGCCACTGCCCTAGCCAGCATCCACAGCGCTGGATTATTCAATAGCT
CAAGCCTACACGAGGCTGCCCTTCGGTTTCGCTTGCTTAGGCAGCAGGGGTTTTGGGTTCCTGCAGATGAACT
TGTCAAGTTCATCAAGAACGAAGACGGGAGCTTTATCGATGGTATAACCAATGACCCAAAGGGCCTGTTGAGC
TTATACAACGCAGCTCACCTTGTTACTCACGACGAGGGGACGACGACACTTGAAGATGCCATCGCATTTGCAA
GGCAGCATCTGGAAGCTGCTAGAAGAtGTAGTCTCAAGTCCCCTCTAGCTGAACAAGTCGGCCGTGCCCTTGG
TATCCCACTGCCAAGGACCTTAAAGAGGGAGGAAGCAATAGCTTTTATCCCGGAGTATAGCTCACAACAAGAT
CAACAAGTGTACAGCCCCGTGATACTAGAGCTTGCCAAGCTAGACTTCAACCTCCTTCAGCATCTCCATCAAG
AAGAACTCAAGGAGATTTCTCAATGGTGGAAAGACCTCTCTGGAGARATCGGATTAGGCTACGTCAGGGACCG
CATCGTCGAGTGTTACTTTTGGTCGTATACTGTGCACTACGAGCGAGGGCAAGCGCGTGCACGGATGATACTT
GCCAAGGTATTCATGTTAACGTCTTTGTTAGATGACACTTACGATGTGCATGCAACTTTGGAGGAGGCCAGGG
AGCTCAACAAGGCTATTCAAAGATGGGATGAGAGTGATGTTTCTCTTCTACCCGAGTACCTAAAGAAATTCTT
TGTCAAGGTGATAAGTAACTTCAGGGAGTTTGAGGATGAGTTGGAGTCACATGAAAAGTATCGTAATGTTTAC
AATATTAAAGGGTTCCAAACATTATCCAAACATTATCTCCAAGAAGCAGAATGGTTTCATCATGGCTGCACTC
CAAGCTTCAAAGATCAAGTGAATGTTTCTGTCATAACGGGGGGCGCTCAGGTACTAAGCATTGGTTTGCTTGT
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TGGCATGGGTCATGAGGCAACCAGAGAGGCATTCGAGTGGGCCATCGGTGACACTGATGCTATATGGGCTTGT
GGAGAGGTGTCACGTTTCATGGATGACATGTCAGCGTTCAAGAATGGTAGGAACAAAATGGATGTCGCCAGTT
CTGTGGAGTGCTACATCAAGGAGCACAATGTCCCTAGCGAGGTCGCCCTGGCAAGGATAAATTCCTTGGTTGA
AGATGCATGGAAGACCATAAATCAAGCACCATTTAAGTACCCTGCTCTATTCCCGGTTGTGCAACGAGTTACC
AGCCTAGCAAAGAGCATGACACTGCTGTTCCTCGATAAGAGGGATGCGTACACATACAGCAAGGACTTTCAAA
CGACACTGGAGACCCATTTCGTAAGACATATTCCGCTATGA

tps9-B73 (Accession-Nummer: AY518317)
ATGGCGCCTCCTCCTCCAGCGCTGGCAGAGGAGACTGCTGCCTTCCACCCAAGCCTGTGGGGCGATTTCTTCC
TGACTTACCAGCCGCCAACTGCGCCTCAGCAAGCATGCATGAAAGAACGAGCTGAGGTTTTAAGAGAAGATGT
CAGGAAGATTTTGATGGGGCCATGTGAGTTACCAGAGACACTGGGTCTTATATTGACGTTGCAACGTCTTGCA
CTGGATTACTACTACGAAAACGAGATCGACAAGTTACTCCACTGTATTTACGACGACGACGACTCTGATTACG
ATGATAAAGATCTAAACCTAGTTTCCCTGCGCTTTTATCTTCTTCGAAAGAATGGTTACGATGTGTCATCAGA
TGTATTTCTAGTCTTCAAAACAGAAGAAGGGAGCTTCGCTTATGCTGATGACACGGCAAGCTTGTTAAGCTTG
TACAATGCAGCGTACTTGAGGAAGCATGGAGAGGAGGTACTGGACGAGGCAATTTCCTTCGCTAGACGACGTT
GCCTTGAAGCAGGTATCCTTCGCACCCCTCTTTTCAGAAGGGTTGGGATACTAGAGGCGAGAAATTACATACC
CATCTACGAGAAGGAGGCGGCAAGAAATGACGCCGTGTTGGAGCTTGCCAAACTGAACTTTAACCTTCAGCAA
ATTGCCTTCTGTGAAGAGCTAAAGCATTGCACATTGTGGTGGAAGGATTTCCTTGCCAAATCAAAGATGGCTT
TTGTTAGGGATAGAATAGTGGAGGTGTATTTCTGGATGAACGGGGCATGCTATGATCCCCCGTACTCTCGTTC
CCGAATCATACTAACGAAGATCACATCTCTCGTAACAATAATCGATGACATGTTCGACACATATGGTACCACT
GAAGACTGCACCAAGTTCCATGAAGCAATTGGCAGATGGGATGAAAGCGCCCTACCTCTTCTTCCACAGTATA
TGAAGGGTTTCTACTTATTTCAGTTGGAGACATTTCGTTCATTTGAAGATGAGTTGGGGCCCGAGAACAGCTA
TCGTGTCCATTACCTAAAAAAATCGATGGAGCGTCTAGTTCAGCAATACTACAGGGAAATAAAGTGGCGTGAC
GAAAACTATGTGCCGAAAACAATGACCGAACACCTTCAAGTGTCAATGGAAAGCATAGGATCCGTTGCTCTAG
CATGTGCTGCATATGTTGGAATGGGTGACGTCATAACAAAGGAGACCCTTGACTGGGTTTTGAGCTATCCTCA
GTTTCTGACGACTTACGGTATCGTACGACTGTCTAACGATGTTGTATCAACAAAGCGTGAGCAAACAAAAGAC
CATAGTCCCTCCACTGTCCATTGTTACATGAAGGAGCATGGAACGACCATGGACGATGCATGTGAAAAGATAA
AGGAGCTTATCGAAGATTCATGGAAGGATATGCTACAGCAATCCCTTGCGCTGAAAGGGCTCCCARAGGCTGT
GCCACGAACAGTGTTTGACTTTTTAAGAACCGCAGATAATATGTACAAGAATTGCGATGCGTTCACTTCTTCA
GAAGTACTCCGAGAAATGATACGACTACTGTTCGTGGAGCCAATACCTGAATAA

tps5-B73 (genomischer Klon, Introns sind unterstrichen dargestellt)

ATGGCGTCTCCTCCAGCACATCGTTCCAGCAAGGCAGCTGATGAGGAGCTGCCAAAGGCTTCTTCGACCTTCC
ACCCAAGCCTGTGGGGCAGTTTCTTCCTGACCTACCAGCCGCCAACTGCACCCCAGGTAGTAGAATTTCGTCA
GGGGATAAACTTTGCTCGCATATATATGTAGATGAAACTAACATTGATCTGGGAATATATGTGACGAAATAAT
TGACCTATATATATATACTTTGTCCTCTGCAGCGAGCAAACATGAAAGAACGAGCTGAGGT TTTAAGAGAACG
TGTTAGGAAGGTTTTGAAGGGCTCGACGACTGATCAACTACCAGAAACAGTGAATCTTATATTAACATTGCAA
AGACTTGGACTGGGTTACTACTACGAGAACGAGATAGACAAGTTACTGCACCAAATTTACAGCAACTCCGATT
ACAATGTGAAAGATCTTAACTTGGTTTCGCAGCGGTTCTACCTTCTTCGAAAGAACGGCTACGATGTGCCATC
GGGTATATATATAACATCGTATATCTTCCACTATTTTAAATTTGAAACAAATATTTTAAATTTGAAACAGGAC
ATATAATATAACTACTATTCTTCGTCATGACCCAATTTTGCAGATGTATTTCTGAGCTTCAAAACAGAAGACG
GCGGCTTCGCCTGTGCTGCTGCTGACACGAGAAGCTTGTTAAGCTTATATAACGCAGCATATCTGTGGAAGCA
TGGAGAGGAGGTACTAGACGAAGCGATTTCATCGACTAGACTCCGCCTCCAAGATCTCCTTGGACGACTTCTT
CCAGAATCGCCATTTGCAAAGGAGGTGTCTTCTTCCCTTCGTACCCCTCTCTTCAGAAGGGTTGGGATACTAG
AAGCGAGAAACTACATACCCATTTACGAAACGGAGGCGACGCGAAACGAAGCCGTATCGGAGCTTGCGARACT
GAATTTTAACCTTCAGCAACTTGATTTCTGTGAAGAACTAAAGCATTGCTCAGCGTAAGATTGTTTTCATCTC
TCACTTCGAATTAACTGATGGTGCTCTCTCTCTCTCTCATGTTTTAATTGGCTTATTAATTGTTATCTGAACA
TGCATGTGGTAGGTGGTGGAACGAGATGATAGCCAAATCAAAGCTGACCTTTGT TAGAGATAGAATTGTAGAG
GAGTATTTCTGGATGAATGGAGCATGCTATGATCCGCCATACTCCCTTTCCCGAATTATACTGACAAAGATCA
CGGGACTTATTACAATAATCGATGATATGTTTGATACACATGGTACCACTGAAGATTGCATGAAATTCGCTGA
AGCGTTTGGCAGGTAACGGTTTTTGCAAACCACACATGTCAGATATATATATATATAGT TTGTGTTTTAGAAA
TAGTACTTGTATTAACTATTTAACACATAGGCATATAAGCCTGATGTACACATAGGCATGTGCCTTCTTGCAT
CATTTTACATTGGTTTCGGTAAAATAAAAGGGGACAAAAGGTTCATGGTGTAGAACAAATGTTAACCATAGAA
ATCATTGAAATATATTTTTATAATGCAATATGTAAAGTAAGGAAAGCATTAAACAAACTTATGTACCCTCAAA
TGATAATATTGTTCAATGAAAGTTAGAGATCAGTCGTCAGTATTTGAATACTGCAGCTTTAATACTATATAGG
ACACAATGTTCTCATTTTGTAAAATGCAGATGGGACGAAAGTGCAATACATCTCCTTCCAGAGTACATGAAGG
ATTTCTACATATTGATGTTGGAGACATTTCAGTCATTTGAGGATGCTTTAGGGCCAGAGAAGAGCTACCGTGT
GCTCTACCTAAAACAGGCGGCAAGTATTCTACATATTATATACCCTCTTATGAGTGCCTTATATGTGCATGAG
AGCATCCTCAAAGAACACACAGTCATTGTAATCATCTAGAAATTAATAAACACTGTGCTCTATAATGAATTAT
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GCCACAGTCGTGAAAAAACACAAAAATATAATATCTTAATATTAAAACCATTCCATGGCTTGGATACATGTGG
TGTTGAGTTAGCTATTCATGAGATGCCTTATTTCCTATTAATTGTTTCCTTGTAACTGTATTGCTCATAAAGA
TGCAAATCAAAACAGAATTGTTTTTTTACAAGCAGTGGAACTTAAGGAAACAGTCTTTGTGTTTTTTTTTTGA
GTTATTGCATATTACGTGTTCCCTCGGTTCTTTTTTACTTGTTATGTTTTAGTTCAAAAATAAACTAAGGGAC
GACAGATTATTGGAGGATGGAGGTAGTATATCTGACAGCAACAATATCATGATCATAAGTAACACGTACGTTT
CCGTGTTTCATACAGATGGAGCGTTTAGTTGAGCTATACACCAAGGAAATAAAATGGCGTGATGAGGATTATG
TGGCGACAATGAGTGAACACCTCCAGGTTTCAGCAGAGTCCATCGGAGCCAATGCTCTAACATGTTCTGCATA
TGCTGGGATGGGTGATATGTCGATAACAAAGGAGACCTTCGAGTGGGCTTTGAGCTTTCCACAATTTATAAGA
ACTTTTGGTTCATTTGTACGGCTCTCCAACGATGTCGTATCGACCAAGGTGGAATTTCTCTATCCTTAAACAA
GCTATGCGTGTTCGCTTTATATTAAAGCCGGCTGTTTAAATTATTGTAGCTACAATACATAGGGAAAAAAAAT
ACTCCGGTACGGATTAAAGCCAAACGAACAATATTGCGCTTGTTCGAGAAAGTGTATTACTTTGTGCAAAATC
TGTATATTTGAGTTCCTTTTAACACTGTCGATTTGGCAGGCATGTATAATGAATTCGGTAGATTCCATTCGTG
GTATTTATGATAATATGTTTACATCTGCAATCAAGCATGCATGCACACACCTGACAATTCCTTCTCACTAATT
AATGACGCAGCGTGAGCAAACAAAAGACCATAGTCCGTCCACTGTCCATTGTTACATGAAGGAGCATGGAACG
ACCATGGACGATGCATGTGAAAAGATAAAGGAGCTTATCGAAGATTCATGGAAGGATATGCTAGAGCAATCCC
TTGCGCTGAAAGGGCTCCCAAAGGTTGTGCCACAGCTAGTGTTTGACTTCTCAAGAACCACGGATAATATGTA
CAGGGATCGTGACGCATTGACCTCTTCGGAAGCACTCAAGGAAATGATACAGCTACTGTTTGTGGAGCCAATA
CCCGAATGA
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