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Einleitung

1. Pflanzlicher Sekundarmetabolismus

Sekundare Naturstoffe bilden eine grol3e strukturell vielféaltige Gruppe von Metaboliten, die
haufig keine Uberlebenswichtige Funktion fir den Organismus haben [1]. Dennoch
erfillen Sekundarmetaboliten in Pflanzen wichtige Aufgaben, wie &kologische
Interaktionen oder die Abwehr von Herbivoren und Pathogenen [1, 2]. Sie finden ebenfalls
Anwendung als Duftstoffe oder Pigmente zur Verteidigung gegen Parasiten, [3] oder
dienen der Anlockung von Symbionten [4]. Weitere Beispiele sind den Haushalt der
Pflanze regulierende Phytohormone, Antibiotika [5] oder strukturgebende Molekile, wie
Polysaccharide. Diese vielfaltigen Funktionen und die daraus resultierenden Vorteile fir

den Organismus sind der Grund fiir die hohe Diversitat sekundéarer Metaboliten [6].

2. Isoprenoide

Die grofite Klasse sekundarer Stoffwechselprodukte ist die der Isoprenoide, die sich
formal von ihrem Monomer Isopren ableiten. Durch die strukturelle Vielfalt und
Individualitédt der Isoprenoide einzelner Organismen ist die Vielzahl an 06kologischen
Interaktionen Uberhaupt erst moglich [7]. Synthetisiert werden diese sowohl von
Eubakterien und Eukaryoten [8], als auch von Archaeen [9, 10], was fir eine frihe
phylogenetische Entwicklung des Isoprenoidstoffwechsels spricht. Bei Untersuchungen
von 2,5 Milliarden Jahre alten Sedimenten wurden von Summons et al. (1999) Hopanoide

(membranstandige Triterpenoide) identifiziert, die dies bestétigen [11, 12].

Nicht alle Isoprenoide kénnen zu den sekundaren Metaboliten gezéhlt werden, da einige
fur das Uberleben des Organismus essentiell sind. Wichtige und in vielen Organismen
etablierte Isoprenoide sind zum Beispiel Ubichinone, die den Elektronentransport in der
Atmungskette Ubernehmen [13]. Ebenfalls weit verbreitet sind Carotinoide, die
beispielsweise im Light Harvesting Complex von Protozoen [14] und hoéheren Pflanzen
[15] den Photoenergietransfer vermitteln oder bei zahlreichen Spezies dem Schutz vor
photooxidativem Stress dienen [16, 17]. Auch Gibberelline und Abszisinsaure sind
wichtige Vertreter der Isoprenoide. Sie regulieren als Phytohormone das Wachstum der
Pflanze [18, 19].



3. Pflanzlicher Terpenoidstoffwechsel

Abgeleitet von den Isoprenoiden werden mit tiber 55 000 bisher bekannten Vertretern die
Terpenoide [8]. lhre Biosynthese erfolgt aus dem universellen Edukt Isopentenyl-
diphosphat (IDP) und dessen Isomer Dimethylallyldiphosphat (DMADP) [20]. Zulieferer
der Cs-Korper fur den Isoprenoidstoffwechsel sind der cytosolische Mevalonatweg (MVA-
Weg) und der plastidare Methylerythritolphosphatweg (MEP-WegQ) [21].

Aus diesen Cs-Einheiten werden durch sequentielle Kondensationsreaktionen die
Ausgangsverbindungen fir Terpene, Geranyldiphosphat (GDP, C,,), Farnesyldiphosphat
(FDP, C;5) oder Geranylgeranyldiphosphat (GGDP, Cy), gebildet [22]. Katalysiert wird die
Synthese durch die Enzymklasse der Isoprenyldiphosphatsynthasen (IDS). Die Terpen-
Vorlaufer werden unter Beteiligung von Terpensynthasen (TPS) durch intramolekulare
Umlagerungen zyklisiert und durch Oxidation und Reduktion weiter modifiziert. In
Abhangigkeit von ihrer Anzahl an Kohlenstoffatomen bzw. ihrem Edukt werden die so
gebildeten Terpene als Mono- (Cy), Sesqui- (Ci5) und Di- (Cy) Terpene bezeichnet.
Kleine Terpene, die direkt aus IDP synthetisiert werden, bezeichnet man als Hemiterpene
(Cs). Neben den oben genannten kurzkettigen kdnnen auch langkettige (C.s — Cso) und

polymere (bis ca. Csoqo) Isoprenyldiphosphate synthetisiert werden [23]. (siehe Abb. 1)
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Abb. 1: Ubersicht der Isoprenyldiphosphat-Synthesewege und einiger ausgewahlter Terpene,
ausgehend von den universellen Edukten Isopentenyldiphosphat (IDP) und Dimethylallyldiphosphat
(DMADP). (verandert nach [23])

3.1 Isopentenyldiphosphat- und Dimethylallyldiphosphat-Biosynthese

3.1.1 Mevalonatweg

Die IDP-Synthese nach dem MVA-Weg erfolgt im Cytoplasma durch die Kondensation
von drei Einheiten Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) Uber Acetoacetyl-CoA zu 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-CoA (HMG-CoA). AnschlieRend wird HMG-CoA weiter zu Mevalonat
(MVA) reduziert und sukzessive zu Mevalonat-5-Diphosphat phosphoryliert [24]. Durch
Decarboxylierung und Eliminierung von Wasser entsteht IDP. (siehe Abb. 2) Eine in
verschiedenen Kompartimenten lokalisierte Isomerase katalysiert die Reaktion zum
chemisch stabileren 3,3-DMADP [25, 26].



0 9 it AcetylCoA
X -
)J\coo- + HJY\OP )I\scm
OH  D-glyceraldehyde-
pyruvate 1-deoxy- 3-phosphate
D-xylulose Acetyl-CoA
/] S-phosphate acetyltransferase
CO; synthase (dxs) i
CoA-SH {thiclase)
oH {atoB, phad)
o 1-deoxy-D-xylulose
OF  S-phosphate O Acetoacetyl-CoA
OH
NADPH ~ 1-deoxy-D-xylulose SCC'A
5-phosphate Hzo
NADP* reductoisomerase (dxr)
SC°A HMG-CoA
OH synthase (hes)
= 2C-methyl-D- CoA-SH
enythritol 4-phosphate
OH OH HMG-CoA
4-diphosphocytidyl- SCM
2C-metnyto- L TP
erythritol synthase NH. 2 NADPH + 2H"
(robE) ‘\_FP.‘ 2 * HMG-CoA
=N . reductase
OH o o | & 2 NADP (mvad)
5 il il N O
0-R-0-P-0— i )
OH OH o o 4-diphosphocytidy 0 H
2C-methyl-D-erythritol /u\>;°/\ Mevalonate
HO OH
4-diphosphocytidy | ~ATP HO OH
2C-methyl-D- ATP
erythritol kinase \“ADP Mevalonate kinase
(ychB) (mvk)
ADP
oP o o |
n n
0—|I’ O I? 0 Mevalonate-5-
OH OH o o 4-diphosphocytidyl- /u\>\/\ phosphate
2C-methyl-D-
2C-methyt-D- erythritol 2-phosphate
erythritol 2,4- HO OH
cyTl D::Il|phc|sphale ATP Phosphomevalonate
eynihase (abB) rop kinase (prmk)
?\/Q
S 2C-methyl-D-
2,4-cyclodiphosphate
o o cyc atp HO OFF
S & ‘] z_\e;alonhat:ﬂ-
\ AOP+ Ry iphosphate
co Diphosphomevalonate
\ ] decarboxylase (mvd)

)\/\Opp Isopentenyl diphosphate (IPP)

Abb. 2: Plastidarer Methylerythritolphosphatweg (links) und cytosolischer Mevalonatweg (rechts) zur
Synthese von Isopentenyldiphosphat (IDP), ausgehend von den Edukten Pyruvat und D-
Glyceraldehyd-3-Phosphat im MEP-Weg und 2 Einheiten Acetyl-CoA im MVA-Weg. (Bild: [27])

3.1.2 Methylerythritolphosphatweg

Nachdem der MVA-Weg lange Zeit als universeller und einziger Biosyntheseweg fur IDP
galt, wurden durch Rohmer et al. (1993) frihe Schritte einer alternativen Synthese im
Cytosol von Bakterien aufgedeckt bei dem 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat (DXP)
entsteht [28]. Aus den beiden Zwischenprodukten des Citratzyklus, Pyruvat und D-
Glyceraldehyd-3-Phosphat wird zunachst DXP gebildet, welches dann isomerisiert und
(CMP) Nach
Phosphorylierung entsteht das fur die Biosynthese namensgebende Zwischenprodukt 2C-
Methyl-D-Erythritol-2-Phosphat (MEP)-CMP. Unter Abspaltung von CMP wird das Molekl

zyklisiert. (siehe Abb. 2) Durch eine Reduktion unter Beteiligung von zwei Einheiten

durch Kopplung an Cytidinmonophosphat aktiviert  wird. einer

Ferredoxin am C2 und C3, sowie der Folgereduktion durch NAD(P)H entsteht ein
Racemat aus IDP und DMADP [29-31].



3.2 Terpenbiosynthese

Ausgehend von DMADP wird durch eine Kopf-Schwanz-Kondensation mit IDP, unter
Abspaltung von Pyrophosphat, GDP gewonnen. Durch Addition von IDP und in
Abhangigkeit von der Prenyltransferase wird die Isoprenyldiphosphatkette um je eine
Isoprenyleinheit erweitert. Die Synthese von kurzkettigen Terpenen erfolgt durch fur ihr
Hauptprodukt spezifische Short-Chain IDS: GDP-Synthasen (GDPS; EC2.5.1.1), FDP-
Synthasen (FDPS; EC 2.5.1.10) und GGDP-Synthasen (GGDPS; EC 2.5.1.29). Diese
Enzyme gehdren nach der Konformation ihrer Produkte zur Klasse der all-trans/(E)-IDS.
Neben diesen sind auch einige cis/(Z)-IDS bekannt, die aufgrund grof3er Unterschiede in
ihrer Sequenz nicht zur gleichen Gruppe gehoren [32]. Ein Beispiel dafur ist die
Neryldiphoshpatsynthase (NDPS), die Neryldiphosphat (NDP), ein 2-cis-Isomer von GDP,
bildet [7].

Terpenoide sind in Pflanzen ubiquitar und damit auch die Enzyme, von denen sie gebildet
werden, die IDS und TPS. Beispielhaft daflr sind die Sterole, die aus Squalen (Cs)
gebildet werden. Dieses wird von einer Squalensynthase via Kopf-Kopf-Kondensation der
Diphosphatgruppen von zwei Einheiten FDP synthetisiert. Auch die Vorstufe der
Carotenoide, Phytoen (C4) wird durch die TPS Phytoensynthase Uber eine gleichartige

Kondensationsreaktion von zwei Molekillen GGDP gebildet [7].

3.2.1 Isoprenyldiphosphatsynthasen

Ein charakteristisches Merkmal der Short-Chain IDS ist das Auftreten zweier Aspartat-
reicher Motive, dem ersten und dem zweiten Motiv (first/second aspartat rich motif),
abgekirzt mit FARM bzw. SARM. Die Konsensussequenz vom FARM ist DDXX(XX)D,
wahrend fur das SARM nur DDXXD bekannt ist [33]. Beide hochkonservierten Bereiche
sind an der Katalyse beteiligt. Sie binden bivalente Kationen wie Mg® und beeinflussen
damit die Bindungsaffinitdt des Enzyms zu den Substraten in der hydrophoben Tasche
[23, 34]. Der Mechanismus der Katalyse beginnt mit der Cofaktor-vermittelten Bindung
von IDP am SARM und einer allylischen Einheit (DMADP, GDP, FDP) am FARM [35]. Die
Dephosphorylierung des allylischen Substrats am C1 fuihrt zum Carbokation. Dieses greift
nukleophil an der C4-Position des IDP an, wobei eine C-C-Bindung geknipft wird. Der
Prozess wiederholt sich bis zur von der Bindungstasche determinierten Maximallange des
Produkts [36, 37]. Nicht immer produziert eine IDS auch nur ein Produkt. Manche IDS, wie

die G/GGDPS von Picea abies haben sich als bifunktionell herausgestellt [38].



Als einzigartig erwies sich bisher auch die tierische GDPS aus Coleoptera scolytidae, die
zusatzlich zu GDP auch dessen Produkt Myrcen synthetisiert und damit eine TPS-Aktivitat
zeigt [39]. Bedingt wird die Produktgréf3e stark von den Aminosauren in der 4., 5., 8. und
11. Position vor dem FARM, im als Chain Length Determination (CLD) Region
bezeichneten Bereich [23]. Aus der Rontgenkristallstruktur von FDPS aus Gallus gallus
und Trypanosoma brucei ist bekannt, dass die CLD-Region auf einer von 10 a-Helices
lokalisiert ist [35, 40]. Wahrend IDS haufig Homodimere bilden, finden sich unter einigen
GDPS und GGDPS auch Heterodimere [23, 41].

Die Synthese von Produkten aus mehr als 8 Cs-Einheiten erfolgt durch die Long-Chain
IDS. Diese tragen kein DDXX(XX)D-Motiv, vielmehr sind die negativ geladenen
Aminoséauren Uber die Primérsequenz verteilt. So wurden Asp 26, Asp 150 und Glu 213
als konservierte Reste bei der Undecaprenyldiphosphat-Synthase (UDP-Synthase) aus
Escherichia coli identifiziert [33, 42]. Polyisoprenoide sind ebenfalls weit Gber Eukaryoten
und Prokaryoten verbreitet. Sie finden sich in der Form von Dolicholen (mit Z- und E-
Konjugation) und Polyprenolen, deren Doppelbindung vor der Alkoholgruppe reduziert
wurde. Polyisoprenoide sind Bestandteil von Naturkautschuk, Modifikatoren der
Membranfluiditdt oder posttranslationale Modifikationen von Proteinen (bakterielle

Peptidoglykane, Glykoproteine etc.) [43].

Wahrend GDP und GGDP-Synthasen ausschlie3lich in Plastiden und Mitochondrien
lokalisiert sind, findet man FDP-Synthasen im Cytosol, in Mitochondrien und Peroxisomen
[44-47].

3.2.2 Terpensynthasen

Die bisher identifizierten TPS werden unter phylogenetischen Gesichtspunkten in sieben
Klassen unterteilt, die mit den Buchstaben a-h gekennzeichnet sind. Dabei bilden die
TPS-e und TPS-f eine gemeinsame Klasse (TPS-e/f). Die Anzahl funktioneller TPS in
Pflanzen variiert zwischen einem (Physcomitrella patens) und 69 putativen Genen (Vitis
vinifera). In Abhangigkeit vom zugrundeliegenden Reaktionsmechanismus, werden ihre
aktiven Domanen in zwei Klassen unterteilt. Die meisten identifizierten TPS sind Enzyme
der Klasse 1, in welcher das Substrat (Isoprenyldiphosphat) ionisiert wird und ein
Carbokation als Intermediat entsteht. Die Enzyme sind daher haufig in der Lage durch die
stereochemische Verschiebung der positiven Ladung aus einem Edukt mehrere Produkte
zu bilden [48, 49]. Ein Beispiel daflr liefert die 1,8-Cineol-Synthase aus Arabidopsis
thaliana, die neben der Synthese ihres Hauptprodukts die Bildung von 9 weiteren

Monoterpenen katalysiert [50]. Als Prototyp der Klasse | gilt die Ent-Kaurensynthase (KS).
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Diese Diterpensynthase produziert Ent-Kauren, den Prakursor pflanzlicher Gibberelline,
aus Copalyldiphosphat (CDP).

Die Klasse II-TPS enthalten ebenfalls ein DDXXD-Motiv, das dort jedoch die Protonierung
und die darauf folgende Zyklisierung unterstiitzt. Es sind einige bifunktionelle Enzyme
bekannt, die sowohl eine aktive Doméane der Klasse I, als auch der Klasse Il tragen [51,
52]. Eine dritte bisher kaum charakterisierte Domane von etwa 200 Aminoséauren nahe
dem N-Terminus enthélt verschiedene Varianten eines EDXXD-Motivs und weist ebenfalls
eine Klasse Il Diterpen-Synthase-Aktivitat auf [7]. Das N-terminale RRXgW-Motiv ist eine
weitere konservierte Region, die an der Katalyse von Monoterpenzyklisierungen beteiligt

ist und auch in den meisten Sesqui- und Diterpensynthasen vorkommt [53].

Viele Terpenoide (Mono-, Sesqui- und einige Diterpene) und Isoprene sind in ihrem
natirlichen Umfeld volatile Substanzen und daher fur die Kommunikation mit anderen
Organismen gut geeignet. lhnen kommen 6kologische Rollen zu, wie die Anlockung von
Bestaubern und Fraf3feinden ihrer Herbivoren oder als chemische und physikalische
Barriere fir Pathogene und parasitare Insekten [2]. An A. thaliana konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass volatile Terpenoide, wie Myrcen oder Ocimen die Konzentration des
Phytohormons Jasmonsaure im Gewebe erhéhen. Dadurch werden &hnliche
Mechanismen, wie bei mechanischer Verletzung oder FraRverletzungen durch Insekten
induziert [54]. An Zea mays konnte zum Beispiel erwiesen werden, dass bei Befall durch
eine Lepidoptera-Larve, eine positive Stimulierung verschiedener TPS die Freisetzung
eines komplexen Terpengemisches verursacht. Dieses erhoht die Attraktivitat fur die
Wespe Cotesia marginiventris, einen Parasiten der Lepidoptera-Larve [55]. Auch
nichtvolatile Diterpene, wie Abietinsaure, spielen als sekunddre Messenger in

Signalkaskaden, die eine Antwort auf Insektenbefall vermitteln, eine wichtige Rolle [3].

4. Isoprenoide in Ulmus minor und Erythroxylum coca

Die Feldulme (Ulmus minor) und der Coca-Strauch (Erythroxylum coca) z&hlen zu den
Bedecktsamern bzw. Angiospermen (Magnoliophyta). Bis heute wurden aus der
GDPS/GGDPS-Familie ca. 77 Enzyme unter dieser Pflanzen-Klasse identifiziert und
charakterisiert. Weitere 52 FDPS vervollstdndigen die Short-Chain IDS. (Quelle:
http://www.brenda-enzymes.info/ Stand: 08.09.2012)


http://www.brenda-enzymes.info/

Die Arbeitsgruppe von Prof. Hilker (FU Berlin) veroffentlichte 2012 in Zusammenarbeit mit
dem MPI eine Datenbank von sequenzierten mRNA-Fragmenten (EST = Expressed
Sequence Tag) aus U. minor nach Eiablage des Ulmenblattkafers (Xanthogaleruca
luteola) [56]. Aus vorangegangenen Experimenten war bereits bekannt, dass die
Feldulme auf die Eiablage mit der Emission eines Gemischs volatiler Terpene reagiert
[57, 58]. (siehe Abb. 3) In Feldexperimenten und an einem Olfaktometer konnte gezeigt
werden, dass diese Substanzen attraktiv fir den Eiparasiten des Blattkéfers (Oomyzus
gallerucae) sind [58]. Uber Sequenzvergleiche durch das Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) der Uniprot-Knowledge Base (UniprotkKB) wurden 7 putative IDS und TPS-

Fragmente identifiziert [56].
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Abb. 3: Charakteristische Terpene aus Coca-Wurzeln (A) und volatile Terpene aus Blattern der
Feldulme nach Eiablage durch X. luteola (B) [58].



Der Coca-Strauch ist eine Kulturpflanze, deren Wirkung schon vor mehr als 5 000 Jahren
unter der indigenen Bevdlkerung bekannt war und die tber einige Tausend Jahre kultiviert
wurde [59]. Nicht nur die Zucht auf einen hohen Alkaloidgehalt in den Blattern
unterscheidet den Coca-Strauch von der Feldulme, auch die GréRe (Coca: bis 2,5 m,
Feldulme: bis 30 m) und das Alter (Coca: 100 Jahre, Feldulme: 600 Jahre) sind sehr
unterschiedlich. Andere Formen der 6kologischen Interaktion und des Umgangs mit
Stress sind demnach wahrscheinlich. Die Arbeitsgruppe von John D’Auria am Max Planck
Institut fur chemische Okologie in Jena arbeitet an der Aufklarung der Alkaloid-
Biosynthese in E. coca. Bisherige Extraktionen aus Blatt und Wurzel zeigten, dass die
Pflanze Alkaloide ausschlie3lich im Blatt synthetisiert, wahrend Terpene dort nur in
Spuren und in den Wurzeln in grof3en Mengen (v. a. a-Pinen, -Pinen, Acorenon-B, (-
Acoradien, Curcumen, ent-Kauren) vorkommen (pers. Mitt. Raimund Nagel; siehe Abb. 3).
Durch die Zucht wurde die Pflanze aus ihrem natirlichen 6kologischen Kontext entfernt
und unter neuen Bedingungen gehalten. Daher sind mutmalBllich auch einige

Abwehrmechanismen gegen Herbivoren und Pathogene veréndert worden.

Um den verénderten Sekundarmetabolismus zu verstehen, ist es von Interesse die
Funktionalitat von TPS und IDS in E. Coca zu untersuchen. Auch von Coca-Blattern
wurde eine EST-Datenbank erstellt, die gruppenintern zuganglich war. Uber Alignments
mit dem Regular-BLAST Serverprogramm am Max Planck Institut fir chemische Okologie
(Altschul et al., 1997) konnten durch Eingabe bekannter IDS- und TPS-Sequenzen
ahnliche ESTs aus der Coca-Datenbank identifiziert werden. Die so erhaltenen 22
Fragmente sind die Basis flr die ldentifizierung, vollstandige Sequenzierung, Klonierung

und heterologe Expression der Enzyme.

5. Zielstellung der Arbeit

Um einen Zusammenhang zwischen den in Blattern von U. minor gefundenen Enzymen
und dem durch die Eiablage induzierten Terpengemisch herstellen zu kénnen, muss die
Funktion der Enzyme charakterisiert werden, die fur die Synthese der Vorlaufer und
schlieBBlich auch der Terpene zustandig sind. Auch um weitere Untersuchungen am
Terpenoidstoffwechsel in E. coca vornehmen zu kdnnen, missen identifizierte
Isoprenyldiphosphatsynthasen und Terpensynthasen auf ihre Funktion getestet werden.
Da nicht zwingend aus der Sequenz Ruckschluss auf das Produkt gezogen werden kann,

ist dazu ein Enzym-Assay notig.



Abb. 4: Erythroxylum coca mit Blite auf einer Coca-Plantage. [60]

Daher ist es Ziel der Arbeit die TPS und IDS aus den EST-Datenbanken zu identifizieren,
vollstandig zu sequenzieren, in einen Expressionsvektor zu subklonieren und nach
heterologer Expression in einem geeigneten System aufzureinigen. Ein Alignment mit
Sequenzen bekannter Funktion, gibt Hinweise auf die Art des Enzyms. Das Protein kann
dann Uber geeignete Assays charakterisiert und die Ergebnisse mit der Literatur

verglichen werden.
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Material und Methoden

1. Material
1.1 Kits

Tab. 1: Kits mit Hersteller und Verwendung im Rahmen der Bachelorarbeit.

Bezeichnung Hersteller Verwendung
Spin Plant RNA Mini Invitek © RNA-Isolation aus Pflanzengewebe
SMARTer™ RACE Clontech® 3'/5'-Amplifikation von cDNA

TOPQO® TA Cloning®

QUIAEX I1° Gel Extraction
Plasmid Mini Two
BigDye® Direct

DyEx 2.0 Spin
SuperScript™ [l RT
GoTaq® Polymerase
FastStart High Fidelity
Polymerase

Gateway” pDONR 207
Gateway” BP Clonase” II
Gateway® pDEST 15
Gateway” LR Clonase” I
Overnight Express™
Autoinduction System 1

Pierce® GST Spin Purification

Quick Start Protein Assay
Mini-PROTEAN® Precast Gels

Life technologies™

QIAGEN®

Invitek®

Life technologies™
QIAGEN®

Life technologies™
Promega®

La Roche®

Life technologies™
Life technologies™
Life technologies™
Life technologies™
Novagen®

Thermo Scientific®

Bio-Rad®
Bio-Rad®

Sequenzen

TOPO-Klonierung von PCR-
Fragmenten
DNA-Gelextraktion

Plasmid-Minipréparation
Sequenzier-PCR

Aufreinigung der Sequenzierung
Reverse Transkription von mRNA
Colony & Standard PCR
attB-PCR fiir Gateway” Cloning

Donor-Vektor fir BP-Reaktion
Rekombinase fir BP-Reaktion
Ziel-Vektor fiur LR-Reaktion
Rekombinase fiir LR-Reaktion
Autoinduktionsmedium fir IPTG-
regulierte Expressionskultur

Proteinaufreinigung via GST-tag und
Glutathion-gekoppelter Saule

Protein-Konzentrationsbestimmung
SDS-Proteingele

1.2 Bakterienstamme

Tab. 2: Fir Transformationen verwendete Bakterienstamme, deren Spezies, Hersteller und Einsatz.

Bezeichnung Spezies Hersteller Anwendung

One Shot® TOP10 E. coli Life technologies™  Standard-Transformation
BL21 (DE3) AI™ E. coli Life technologies™  Expression via L-Arabinose
One Shot® BL21 (DE3) pLysS E. coli Life technologies™  Expression via IPTG
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1.3 Medien

Tab. 3: LB-Medium nach Miller mit Mengenangaben fur 11 Gesamtvolumen.

Komponente Menge (1)
Trypton 109

NacCl 10g
Hefeextrakt 50

NaOH (pH=7)
Agar (nur fur Festmedien) 159

1.4 Antibiotika

Tab. 4: Zur Selektion positiver Klone verwendete Antibiotika-Konzentrationen.

Antibiotikum Stammldésung Endkonzentration
Carbenicillin 50 mg mlI™* ddH,0 50 ug ml™
Gentamycin 50 mg ml™* ddH,0 50 ug mi*
Kanamycin 50 mg mi™* ddH,0 50 ug mli™
Chloramphenicol 34 mg ml™ abs. Ethanol 34 ug mlt
1.5 Puffer und Lésungen

Tab. 5: Konzentrationen eingesetzter Komponenten fur TEB-Puffer
Komponente Endkonzentration
Tris 10 mM
EDTA 1 mM
HCI (pH=18)
ddH,O (Losungsmittel)

Tab. 6: Konzentrationen eingesetzter Komponenten fir MOPSO-Puffer

Komponente Endkonzentration
MOPSO-Natriumsalz 25 mM

Glycerol 10% (VIV)

DTT 5mM

HCI (pH=17,2)

ddH,O (Losungsmittel)
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Tab. 7: Konzentrationen eingesetzter Komponenten fur Equilibrierpuffer-Puffer, pH 7,5

Komponente Endkonzentration
MOPSO-Natriumsalz 25 mM

Glycerol 10% (VIV)

NaCl 150 mM

DTT 5 mM

ddH,O (Losungsmittel)

Tab. 8: Konzentrationen eingesetzter Komponenten fur 10x-SDS-Laufpuffer

Komponente Endkonzentration
Tris 30,3¢gl*

Glycin 144 g I*

SDS 10gI*

ddH,O (Losungsmittel)

Tab. 9: Konzentrationen eingesetzter Komponenten fur Sammelgelpuffer

Komponente Endkonzentration
Tris 60,59 I

HCI (pH = 6,8)

ddH,O (Losungsmittel)

Tab. 10: Mengen eingesetzter Komponenten fur 3x-SDS-Probenpuffer

Komponente Menge
SDS 1g
DTT 75 mg
Bromphenolblau 21 mg
Sammelgelpuffer 6,25 ml
Glycerol 5 mi
ddH,O 4,4 ml

Tab. 11: Konzentrationen eingesetzter Komponenten flir Coomassie-Farbelésung

Komponente Konzentration
Ethanol 50 %
Essigsaure 10 %
Coomassie Brilliant Blue R250 05gl*

ddH,O

(Loésungsmittel)

Tab. 12: Konzentrationen eingesetzter Komponenten fur SDS-Entfarbelésung

Komponente Konzentration
Ethanol 30 % (V/IV)
Essigsaure 10 % (V/IV)
ddH,O (Losungsmittel)

13



1.6 Chemikalien

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Medienzusatze, Chemikalien, Losungsmittel
und Antibiotika von Carl Roth® (Deutschland, Karlsruhe), Sigma-Aldrich® (Deutschland,

Seelze) oder Bio-Rad (Deutschland, Miinchen) bezogen.

1.7 Pflanzenmaterial

Startmaterial fur die Amplifizierung und Klonierung von TPS und IDS waren Blatter von

U. minor, nach Eiablage des Ulmenblattkafers X. luteola, sowie ausgewachsene Blatter

und Wurzeln des Coca-Strauchs. Des Weiteren stand aus den Coca-Blattern isolierte

MRNA zur Verfligung. Alle Biomaterialien wurden bei - 80 °C gelagert und wahrend der

Verwendung im Labor in flussigem Stickstoff aufbewahrt.

1.8 Gerate

Tab. 13: Folgende Gerate wurden zur Durchfiihrung molekularbiologischer Arbeiten und zur Analytik
verwendet. Schuttler, Heizplatten, Magnetrihrer, Waagen, Vortexer,
Autoklaven, Sterilbdnke und Wasserbader sind nicht separat aufgefihrt.

Gelelektrophorese-Geréte,

Gerat Serie Hersteller
Eppendorfzentrifuge 5417 R, 5415 D Eppendorf
Thermocycler T-personal Combi Biometra®

Nano-Photospektrometer
Sonifikator
Gas-Chromatograph
Massenspektrometer
Hochleistungsflissigkeits-
chromaograph (HPLC)
Tandem-Massenspektrometer
(MS/MS)

AAA-Sequencer

NanoDrop 2000c

Sonopuls UW 2070

Agilent 6890 Series GC System

5973 Network Mass Selective Detector
Agilent 1260 Series HPLC

APl 5000™ Series MS/MS

ABI Prism® - Gen- Analysator 3130xI

Thermo® Scientific
Bandelin electronic
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Agilent Technolohies

AB Sciex™

Applied Biosystems

14



2. Molekularbiologische Methoden
2.1 RNA-Isolation

Fur die RNA-Isolation aus U. minor wurde das Spin Plant RNA Mini Kit verwendet. Unter
flussigem Stickstoff wurden die Blattproben (4 Tage nach Eiablage durch X. luteola)
gemorsert. Es wurden 100 mg Probe eingesetzt. Die Isolation erfolgte nach den Angaben
des Herstellers. In Abweichung vom Protokoll wurde die RNA mit 30 pl ddH,O eluiert. Die

Gute der gewonnenen RNA wurde tber ein Nanodrop-Photospektrometer verifiziert.

2.2 RT-PCR

Zur Generierung von cDNA wurde das SuperScript™ Il RT Kit verwendet. Mit der aus
U. minor und E. coca isolierten RNA wurde nach dem Protokoll des Herstellers verfahren.
Fir die Reaktion wurden jeweils 2 ug RNA eingesetzt. Der Erfolg der Transkription wurde
fur U. minor Uber eine Standard-PCR mit den Primerpaaren von Ribulose-1,5-
Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RuBisCO), Ubiquitin und einer identifizierten
GDPS aus U. minor tberpraft. (Primer: Um_RubisCO_fw, Um_RubisCO_rv, Um_Ubig_fw,
Um_Ubig_rv, Um-GGPPS_fw3, Um-GGPPS_rw3)

2.3 RACE-PCR

Aus den EST-Datenbanken von U. minor und E. coca gewonnene Sequenzen wurden
verglichen und auf Vollstandigkeit tGberprift. Sequenzen mit fehlenden 5' oder 3'-Enden
wurden Uber eine RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA-ends with Polymerase Chain
Reaction) amplifiziert. Die Fragmente wurden dann Uber eine Topoisomerase zur
Sequenzierung in einen pCR4-Vektor kloniert. Die RACE-PCR erfolgt fur 5'- und 3'-RACE
unterschiedlich. Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers vorgegangen. Nach der
Generierung der RACE Ready cDNA wurde die RACE-PCR jeweils mit der Halfte der im
Protokoll angegebenen Volumina durchgefiihrt. Das angegebene PCR-Programm wurde

wie folgt abgewandelt:

94 °C 2 min

94 °C 30s

68 °C 30s 30 — 40 Zyklen
72 °C 3 min

72 °C 10 min

4°C 0
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Die verwendeten Primer sind in den entsprechenden Tabellen angegeben. (siehe
Anhang S. 1) Zur Uberpriifung der Amplifikation wurden die Ansétze tber Agarose-Gele
elektrophoretisch getrennt und durch Ethidiumbromid mittels UV-Licht sichtbar gemacht.
Charakteristische Banden mit hoher Intensitdt wurden ausgeschnitten, extrahiert und fur
die TOPO-Klonierung verwendet. Durch Wiederholung mit héherer Zyklenzahl oder mit

nested Primern wurde der Vorgang optimiert.

2.4 TOPO-Cloning

Die Klonierung der RACE-PCR-Amplifikate in einen pCR4-Vektor erfolgte mit Hilfe des
TOPO® TA Cloning® Kits nach Anleitung des Herstellers, wiederum mit halben Volumina.
Durch das Zahlen der Klone nach erfolgter Transformation wurde die Klonierung durch

Veranderung der Inkubationszeit optimiert.

2.5 Transformation mittels chemisch kompetenter Zellen
Bei der Transformation wurde nach folgenden Schritten vorgegangen:

- chemisch kompetenten Zellen (siehe S. 11, Tab. 2) auf Eis von -80 °C bis zur
Schmelze inkubiert

- in 1,5 ml Eppendorfgeféal3en je 25 ul auf die Plasmidlésungen (3-10 pl) aliquotiert

- nach 30 min Inkubationszeit fur 30 s bei 42 °C Hitzeschock im Wasserbad

- 2 min Inkubation auf Eis

- Zugabe von 120 pl auf 42 °C vorgewarmtem SOC-Medium (Super Optimal Broth
with Catabolize repression; mit chemisch kompetenten Zellen mitgeliefert)

- Schutteln bei 37 °Cfur 1 h

Nach der Transformation wurden die Zellen auf LB-Agaroseplatten mit den Antibiotika-
konzentrationen (siehe S. 12 Tab. 4), entsprechend der Plasmide (siehe Angaben des

Herstellers) ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.6 Plasmid-Minipraparation

Fur die Isolation der Plasmide aus transformierten Zellen wurde das Plasmid Mini Two Kit
verwendet. Alle Schritte erfolgten nach Anleitung. Eluiert wurde mit 60 pl ddH,O. Mittels

Nano-Photospektrometrie wurde der DNA-Gehalt fiir folgende Applikationen gemessen.

2.7 Sequenzierung

Fur die Sequenzierung wurden 200 ng der aufgereinigten DNA mit 2 ul Big Dye Puffer Mix
aus dem BigDye® Direct Kit versetzt. Es wurden weiterhin 1 pl 10 mM Lésung des
genspezifischen Primers eingesetzt und mit ddH,O auf 10 pl aufgefiillt. Die Proben
wurden nach kurzem Vortexen ca. 2 s zentrifugiert und nach folgendem PCR-Programm

im Thermocycler inkubiert:

96 °C 5 min

96 °C 20s

55°C 20s 35 Zyklen
60 °C 4 min

4°C ©

Die Ansatze wurden nach Anleitung des DyEx 2.0 Spin Kits gereinigt und im Fluoreszenz-

Sequenzierer (ABI Prism® - Gen- Analysator 3130xl) sequenziert.

2.8 Gateway-Cloning
2.8.1 attB-PCR

Fur die Klonierung in Gateway-Vektoren, wurde zunachst das entsprechende Gen aus der
cDNA der Probe mit Gateway-Primern amplifiziert. Dabei wurden attB-Sites eingefiihrt,
die von einer Rekombinase (BP-Clonase® Il) erkannt werden und mit den entsprechenden
Sites im Donor-Vektor rekombiniert werden. Die Einfihrung der attB-Sites erfolgte mittels
PCR durch die FastStart High Fidelity-Polymerase von La Roche®. Es wurde nach den

Angaben des Herstellers verfahren.
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Das PCR-Programm wurde je nach Giite der Banden auf dem Agarosegel in Zyklenzahl

und Annealing-Temperatur modifiziert:

94 °C 2 min

94 °C 30s

52-55 °C 30s 30-40 Zyklen
72 °C 3 min

72 °C 7 min

4°C ©

2.8.2 BP-Reaktion

Das attB-PCR-Produkt wurde nach Anleitung des Herstellers mit der BP-Clonase® Il und
dem Vektor pDONR207 tber Nacht inkubiert. Der Ansatz wurde anschlie3end in TOP10-
Zellen transferiert und die Transformation auf LB-Agar mit Gentamycin selektiert. Die
positiven Klone wurden in Uber Nacht bei 37 °C geschuttelt und nach Minipréaparation
sequenziert. Im Anschluss konnte mit den Plasmiden in der LR-Reaktion weiterverfahren

werden.

2.8.3 LR-Reaktion

Die Plasmide wurden nach Angaben des Herstellers mit der LR Clonase® Il und pDEST15
iiber Nacht inkubiert und in One Shot® BL21 (DE3) pLysS Zellen transformiert. Der Ansatz
wurde mit halbierten Volumina pipettiert. Die Selektion erfolgte Uber Chloramphenicol und

Carbenicillin.

2.9 Expression

Die Expression erfolgte mit dem Overnight Express™ Autoinduction System 1 von
Novagen® nach Angaben des Herstellers. Es wurde zuvor von der Platte je eine Kolonie
gepickt und in 10 ml LB-Medium (mit Chloramphenicol und Carbenicillin) Gber zwei Tage
bei 18 °C und 225 rpm auf dem Schiittler inkubiert. 5 ml der Kultur wurden mit 95 ml
Autoinduktionsmedium versetzt und Uber Nacht erneut bei gleichen Bedingungen

gehalten. Die Induktion erfolgte auf Basis von IPTG.
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2.10 Proteinaufreinigung via GST-Saule
Um die exprimierten Proteine zu reinigen, wurde wie folgt vorgegangen:

- 100 ml der Expressionskultur auf 50 ml Falcon-Geféal3e aufgeteilt

- 15 min Zentrifugation bei 4200 rpm in Avanti™ J-20 XP Zentrifuge

- Resuspension des Pellets in je 1,5 ml Equilibrierpuffer und Uberfiihrung in ein
10 ml Falcon-Gefald

- Sonifikation mit Sonopuls UW 2070 bei pulse 2 und 60 % Intensitat fir 4 min

- Aliquotierung in zwei 2 ml Eppendorfgefal3e und Zentrifugation fur 30 min bei
10 000 rpm in Eppendorfzentrifuge 5417R

- Abnahme des Uberstands als Rohenzymextrakt

Mit dem Rohenzymextrakt wurden die Saulen des Pierce® GST Spin Purification Kits nach
Angaben des Herstellers beladen. Es wurden 0,2 ml und 1 ml Saulen verwendet. Dabei
wurde 2 h mit Rohenzymextrakt inkubiert. Anstelle des mitgelieferten Equilibrierpuffers
wurde der eigene Puffer verwendet. (siehe S. 13, Tab. 7) Die Elution erfolgte ebenfalls mit

in eigenem Equilibrierpuffer suspendiertem Glutathion (30,67 mg ml™).

3. Datenanalyse

Die Alignments zur Identifizierung der Transkripte wurden mit dem Basic Local Alginment
Tool (BLAST) von NCBI (National Center for Biotechnology Information) auf deren

Homepage (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) durchgefiihrt. Dabei wurden die Nukleotid-

sequenzen Uber die BLASTx-Funktion mit Proteinsequenzen aus diversen Datenbanken
(nr: Non-redundant GenBank CDS translations, PDB, SwissProt, PIR, PRF) verglichen.
Auf diese Weise wurden die ESTs identifiziert und deren Sequenzierung bewertet.

Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte auf Basis der Sequenzierdaten (inklusive
Fluoreszenz-Detektionsdiagramme) mit dem Programm SegMan von der DNASTAR
Lasergene 9 Core Suite. Darin wurden die Sequenzen verglichen und konnten als

Konsensussequenz weiterverwendet werden.

Durch erneute Alignments mittels BLASTx wurden die aus der Datenbank gewonnenen
charakterisierten Sequenzen, mit dem hochsten Score, fur die weiteren Alignments
verwendet. Die vollstandig sequenzierten Open Reading Frames (ORF) der Transkripte

wurden mit dem Programm SeqBuilder (DNASTAR Lasergene 9) in die
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Aminoséuresequenz Ubersetzt. Sie wurden dann durch das Programm MegAlign
(DNASTAR Lasergene 9) mit den identifizierten lbersetzten Nukleotidsequenzen im
Alignment nach der Clustal W Methode dargestellt. Diese Alignments sind im Anhang
(siehe S. llI-X) aufgefihrt.

Vollstandige Aminosduresequenzen wurden Uber den ChloroP 1.1 Server des CBS
(Center for Biological Sequence Analysis) auf ein chloroplastidares Transitpeptid (cTP)
analysiert [61]. Es wurden sowohl Transkripte mit, als auch ohne cTP kloniert, exprimiert

und charakterisiert.

4. Analytik

4.1 Enzymassay

Da bei der Bradford-Proteinbestimmung jedoch weder fir Eluate aus den 0,2 ml Saulen
noch aus der 1 ml Sdule ein aussagekraftiges Ergebnis erzielt werden konnte, wurden
von diesen jeweils 50 ul im Assay eingesetzt. Andernfalls ware ein quantitativer Vergleich
zwischen den Ansatzen moglich gewesen. Als Substratldsung wurden 6 pl (IDP, DMADP,
je 0,5 pg pI'™") pro Ansatz eingesetzt und nach folgender Tabelle mit dem jeweiligen Zusatz
und Puffer auf 200 pl aufgefullt. Fir die Funktions-Assays (von den Eluaten der 0,2 ml
Saule) wurde MgCl, eingesetzt, wahrend in einem Vergleichsassay (vom Eluat der 1 ml
Séaule) zusatzlich mit Mn** und Co*" gearbeitet wurde. Die Anséatze wurden fir 2 h im
Wasserbad bei 30 °C inkubiert, anschlieRend in fliissigem Stickstoff schockgefroren und

bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

Tab. 14: Tabelle mit Mg®*-haltiger Lésungen fiir qualitative Assays (0,2 ml Saule) und Mg*/Mn**/Co**
far die vergleichende Analyse (1 ml Saule)

Bezeichnung Puffer Zusétze

Magnesium(ll)assay MOPSO-Puffer 10 mM MgCl,
Mangan(ll)assay MOPSO-Puffer 10 mM MnCl,
Cobalt(ll)assay MOPSO-Puffer 10 mM CoCl,
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4.2 HPLC-MS/MS

Die Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspektro-
metrie (HPLC-MS/MS) lief zur Auswertung der Enzym-Assays unter Bedingungen nach
Nagel et al. [62]. Das HPLC-System wurde durch Agilent 1260 (Agilent) und das MS/MS-
System durch APl 5000™ (AB Sciex) ausgetauscht. Injektionsvolumen war je 1 pl mit
20 °C Injektionstemperatur aus der auf 4 °C gekihlten Probenvorrichtung. Der

Elutionsgradient wurde, wie folgt, verandert:

Tab. 15: Laufprotokoll der HPLC-MS/MS

t [min] V/t [ul min™] A [%] B [%]
0 1200 95 5

5 1200 30 70

6 1200 0 100
6,5 1200 0 100

7 1200 95 5

8 1200 95 5
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Ergebnisse

Von 7 Expressed Sequence Tags (EST) aus Ulmus minor und 21 ESTs aus Erythroxylum
coca wurden zwei Sequenzen (EcG/GGDPS3 und EcGGDPS2) in den Datenbanken als
vollstandig identifiziert. Im Rahmen der vorliegenden Bachelorarbeit konnten zusatzlich 4
von 5 Transkripten aus U. minor und 7 von 10 verbleibende Sequenzen aus E. coca
vollstandig sequenziert werden. Der phylogenetische Baum des Alignments ist in Abb. 5

Zu sehen.

Tab. 16: Folgende Isoprenyldiphosphatsynthasen (IDS) und Terpensynthasen (TPS) wurden aus den
Contigs der EST-Datenbanken identifiziert und durch 5'- oder 3'-RACE-PCR amplifiziert und
sequenziert. (FDPS = Farnesyldiphosphatsynthase; GDPS = Geranyldiphosphatsynthase; GGDPS =
Geranylgeranyldi-phosphatsynthase; SDPS = Solanesyldiphosphatsynthase; X = amplifiziert und
sequenziert; @ = unvollstandig; O = ohne RACE vollstandig)

Bezeichnung 5'-RACE 3'-RACE Contigs

U. minor FDPS (0] X elm_11860
GDPS X X elm_12845
GGDPS X X elm_01667
TPS 1 X X elm_06078, elm_13376, elm_17661
TPS 5 (%] X elm_04820
E. coca FDPS X X Cc_6419, c_ 9513, c_10628, c_20826, c_29815
G/GGDPS 1 X X c_8233
G/GGDPS 3 (6] (6] c_1597
GGDPS 1 X X c 2098, c_17811, c 27476
GGDPS 2 o o c_3233
SDPS X o c_9095
TPS 1 X X C_498, c_6432
TPS 2 X X c_753
TPS 3 (0] X c_12159
TPS 5 1%} X c_21391, c_38342
TPS 6 X (6] c_YL_503, c_20909
TPS 7 X X ¢ YL 5100

E coca  G/GGDPS 1
_E U minor GDPS
E.Coca sDes
[ E coca FDPS
U. minor FDPS
""""""""" E coca  GGDPS 1
-------------- == U. minor GGDPS
E. coca GGDPS 2
E coca  G/GGDPS 3
- E.coca TP56
| F E.coca  TPS1
U. minor TP51
E. coca TPS 3

400 350 300 250 200 150 100 S0 O
Amino Acid Substitution per 100 residues

Abb. 5: Der phylogenetische Baum aller identifizierten und vollstandig sequenzierten TPS und IDS in
U. minor und E. coca. Horizontale durchgezogene Linien von den offenen Enden zu den Verzwei-
gungen sind proportional zu den prozentualen Aminoséuresubstitutionen zwischen den Sequenzen.
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1. Isoprenyldiphosphatsynthasen

Die putativen Sequenzen der Isoprenyldiphosphatsynthasen (IDS) wurden mit denen
charakterisierter Enzyme in einem Alignment verglichen. In Tab. 17 ist dargestellt, welche
Enzyme, laut BLASTx-Alignment, welchen Sequenzen zuzuordnen sind und welche

charakteristischen Motive identifiziert wurden.

Tab. 17: Transkripte mit charakteristischen Motiven, wie chloroplastidarem Transitpeptid (cTP),
CXXXC-Motiv und First/Second Aspartat Rich Region (FARM, SARM), und dem Zugriffscode der

beiden BLASTx-Sequenzen mit dem hdchsten Score. (Um = Uimus minor, Ec = Erythroxylum coca, X = A, L, I, V, G
oder S; @ = nicht vorhanden; [A-B] = Position A bis B in der Aminoséuresequenz; * diese Sequenzen wurden aus Publikationen
entnommen, da BLASTx keine charakterisierten Ergebnisse erbrachte; SSU = Small Subunit; LSU = Large Subunit)

Transkript cTP CXXXC- FARM SARM BLASTX
Motive
EcFDPS (0] 0] [93-97] [232-236]  FDPS (FJ755465.1) [63]
FDPS (DQ087959.1) [64]
EcG/GGDPS1 [1-32] @ [179-183] [306-310] GDPS (NM_001247160.1) [65]
GDPS (JN831107.1) [66]
EcG/GGDPS 3 [1-29] [82-86] @ %] GDPS SSU (JN831108.1) [66]
[224-228] GDPS SSU (AF182827.1) [67]

EcGGDPS 1 [1-41] [128-132] [161-166] [299-303] GGDPS (Q94ID7.1) [68]
GGDPS (EF553534.1) [69]

ECGGDPS2  [1-42] [99-103]  [131-137] [265-269] GDPS SSU (JN831110.1) [66]

[231-235] GDPS SSU (JN831109.1) [66]

EcSDPS @ @ [186-190] [313-317]  SDPS (AB071514.2) [70]*

SDPS (Q75HZ9.2) [71]*
UmFDPS @ @ [93-97] [232-236]  FDPS (FJ755465.1) [63]

FDPS (DQ087959.1) [64]
UmGDPS @ @ [181-185] [308-312] GDPS (NM_001247160.1) [65]

GDPS (JN831107.1) [66]
UmGGDPS [1-62] [126-130] [158-164] [296-300] G/GGDPS LSU(FJ455407.1) [72]

GGDPS (EF553534.1)[69]

1.1 Geranyl- und Geranylgeranyl- Diphosphatsynthasen

Die Geranyl- und Geranylgeranyl- Diphosphatsynthasen (GDPS, GGDPS) wurden in
eigenen Gruppen nach phylogenetischen Kriterien mit den BLASTx-Sequenzen der
hdchsten Homologie verglichen (MegAlign). Die Alignments sind im Anhang aufgefihrt.
Identifiziert wurden zwei putative kleine Untereinheiten (SSU) von GDPS in E. coca
(EcG/GGDPS 3, EcGGDPS 2) und eine putative grof3e Untereinheit (LSU) von G/GGDPS
in U. minor. Es wurde je eine GDPS (EcG/GGDPS, UmGDPS) in beiden Organismen
vorhergesagt. Als putative GGDPS wurde eine Sequenz aus E. coca identifiziert
(EcGGDPS 1).
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1.2 Farnesyldiphosphatsynthasen

Es wurde je eine Farnesyldiphosphatsynthase (FDPS) in Feldulme und Coca-Strauch
identifiziert und sequenziert (EcCFDPS, UmFDPS). Die beiden FDPS wurden mit anderen
IDS hdchster Homologie (siehe Tab. 17) verglichen (MegAlign). Die Abbildungen finden
sich im Anhang. (siehe S. 1II)

1.3 Solanesyldiphosphatsynthasen

Es wurde eine putative Solanesyldiphosphatsynthase (EcSDPS) in E. coca gefunden. Sie
wurde mit anderen SDPS und einer Polyprenyldiphosphatsynthase (PDPS) aus
Arabidopsis thaliana verglichen (MegAlign). Die Sequenzen wurden manuell aus
Publikationen ausgewahlt, da mit NCBlI BLASTx keine homologe und Sequenz eines
bereits charakterisierten Enzyms gefunden wurde. Das Alignment findet sich im Anhang.
(siehe S. VIII) Im phylogenetischen Baum (Abb. 6) ist zu sehen, dass die SDPS aus
A. thaliana (AB071514.2) [70] und die SDPS Il (Q75HZ9.2) aus Oryza sativa [71] jeweils

die hochsten Homologien zu EcCSDPS aufweisen.

E. coca SDPS
_: A. thaliana SDPS
0. sativa SDPSII

— A. thaliana PDPS
L Osativa SDPSI

69.9

60 50 40 30 20 10 0
Amino Acid Substitution per 100 residues

Abb. 6: Phylogenetischer Baum des Alignments von ausgewéhlten Solanesyldiphosphatsynthasen
(SDPS) und einer Polyprenyldiphosphatsynthase (PDPS) aus A. thaliana und O. sativa mit der SDPS
von E. coca. Horizontale durchgezogene Linien von den offenen Enden zu den Verzweigungen sind
proportional zu den prozentualen Aminosauresubstitutionen zwischen den Sequenzen.
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2. Terpensynthasen

Die Sequenzen der putativen Terpensynthasen (TPS) wurden mit denen von
charakterisierten Enzymen verglichen (MegAlign). In Tab. 18 ist dargestellt, welche
Enzyme, laut BLASTx-Alignment, welchen Sequenzen zuzuordnen sind und welche

charakteristischen Motive vorkommen.

Tab. 18: Transkripte mit charakteristischen Motiven, wie chloroplastidarem Transitpeptid (cTP),
RRXgW- und DDXX(XX)D- Motiv, und dem Zugriffscode der beiden BLASTx-Sequenzen mit dem
hdchsten Score. (Um = Ulimus minor; Ec = Erythroxylum coca; X = beliebige Aminosaure; @ = nicht vorhanden; [A-B] =

Position A bis B; STS = Sesquiterpensynthase; DTS = Diterpensynthase; GDS = (-)-Germacren-D-Synthase; GAS = Germacren-A-
Synthase; aTS = (-)-a-Terpineol-Synthase; O/MS = (E)-B-Ocimicen/Myrcen-Synthase; VS = Valencen-Synthase)

Transkript cTP RRXgW-Motiv  DDXX(XX)D-Motiv. BLASTx

EcTPS 1 @ @ [310-314] GDS (STS) (Q6Q3H3.1) [73]
GAS (STS) (HQ326230.1) [74]

EcTPS 3 [1-40] [52-62] [343-347] aTS (DTS) (AY572987.1) [75]
OIMS (DTS) (HM807387.1) [74]

EcTPS 6 (0] (0] [310-314] VS (STS) (AF441124.1) [76]
GDS (STS) (Q6Q3H3.1) [73]

UmTPS 1 a [23-33] [315-319] GDS (STS) (Q6Q3H3.1) [73]

GDS (STS) (AY438099.1) [77]

1.1 Mono- und Diterpen- Synthasen

Es wurde eine putative Diterpensynthase in E. coca identifiziert (EcCTPS 3). Die TPS
wurde mit den drei Sequenzen der héchsten Homologie verglichen (MegAlign). Nicht in
Tab. 18 aufgefihrt ist die drittstarkste Entsprechung der Sequenz, eine (+)-a-Phellandren-
Synthase (ADR74201.1) aus A. thaliana [74]. Das Alignment findet sich im Anhang. (siehe
S. IX)

1.2 Sesquiterpensynthasen

Beim BLASTx-Alignment wurde in U. minor eine (Um TPS 1) und in E. coca zwei (ECTPS
1, EcCTPS 6) putative Sesquiterpensynthasen identifiziert. Die drei TPS wurden mit der
Germacren-D- (Q6Q3H3.1) und Germacren-A- Synthase (HQ326230.1) aus A. thaliana
verglichen (MegAlign). Die Alignments sind im Anhang zu finden. (siehe S. X)
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3. Enzymaktivitaten

Im Funktionsassay mit Doppelbestimmung wurden einige IDS analysiert. Dabei wurden
sowohl exprimierte Proteine mit als auch ohne chloroplastidarem Transitpeptid (cTP)
getestet. Dies resultiert aus der Beobachtung, dass in vergangenen Funktionsassays
Proteine mit cTP in E. coli nur schlecht exprimiert wurden oder inaktiv waren. In Abb. 7
sind die HPLC-Daten der aktiven Enzyme aufgefiihrt. Es sind die Assays abgebildet, in

denen eine eindeutige Aktivitat sichtbar wurde. Des Weiteren wurden getestet:

Tab. 19: Die Ergebnisse der nicht in Abb. 7 aufgeflihrten Funktionsassays und die Anzahl an

technischen Replikaten (Tests). (-cTP = ohne chloroplastidares Transitpeptid; + = positiv; - = nicht
signifikant)

Bezeichnung GPP FPP GGPP Tests

nicht induzierte Kontrolle = s = 4

Ec G/GGDPS 1 TP - - - 2

Ec G/GGDPS 1 TP - - - 2

Um GDPS - - - 1

Um GGDPS —cTP + - - 2

Fir Um GGDPS wurde ein Vergleichsassay mit dem Eluat einer 1 ml Saule mit zwei
weiteren bivalenten Kationen (Mn**, Co?") in Doppelbestimmung wiederholt. Beim Einsatz
von Co®* wurde im Assaypuffer aufgrund der Anwesenheit von Dithiothreitol (DTT) eine
gelbe Verfarbung beobachtet. Aus dem Verhaltnis der arithmetisch gemittelten

Peakflachen wurde das Produkt-Verhaltnis errechnet:

Tab. 20: Die in der HPLC-MS/MS ermittelten Peakflachen fir die Produkte GDP, FDP und GGDP im
Enzymassay von Um GGDPS und das daraus ermittelte Produktverhéaltnis. Aufgrund des geringen
Anteils an FDP (< 5 %) wurde dieses nicht mit in das Produktverhaltnis einberechnet.

Kationenzusatz Flache Flache Flache Verhdltnis (GDP:FDP:GGDP)
GDP FDP GGDP
Mg“" 503 000 9590 2 140 000 20:0:80
Mn“* 1470000 40500 3 400 000 30:0:70
) 1700000 49700 3 750 000
Co”* 3170000 165 000 5 550 000 35:0:65

3180000 151 000 5 600 000

Die relative Menge zwischen Mg?*, Mn?* und Co?, die an GDP gebildet wurde betragt
10:30:60. Das Verhaltnis der GGDP-Mengen zwischen diesen lonen betragt hingegen
20:30:50. Beispielhaft wurden die Daten des Assays mit Co®" in Abb. 8 dargestellt.
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Intensitat [cps] — GDP
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Abb. 7: Abgebildet sind die HPLC-Daten der Funktionsassays. Das oberste Chromatogramm zeigt den
molekularen Standard: GDP (dominanter Peak) und sein Isomer Neryldiphosphat (NDP) schwarz
dargestellt, (E,E)-FDP (dominanter Peak) und seine Isomere (E,Z)/(Z,E)/(Z,Z) rot dargestellt; GGDP blau
dargestellt
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Abb. 8: HPLC-Daten des Co“*-Assays aus dem Eluat der 1 ml Saule von Um GGDPS (hier mit 10 mM Co*")
im Vergleich mit dem molekularen Standard: GDP (dominanter Peak) und sein Isomer Neryldiphosphat
(NDP) schwarz dargestellt, (E,E)-FDP (dominanter Peak) und seine Isomere (E,Z)/(Z,E)/(Z,Z) rot dargestellt;

GGDP blau dargestellt. (cps = counts per second)
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Diskussion

1. Isoprenyldiphosphatsynthasen

Die identifizierten putativen Isoprenyldiphosphatsynthasen, die als mogliche Schlissel-
enzyme des Terpenmetabolismus die Vorlaufer fiir Terpene bilden, wurden
phylogenetisch in 6 Gruppen unterteilt. Darunter befinden sich homodimere
Geranyldiphosphat- (GDP) bzw. Geranylgeranyldiphosphat- (GGDP) Synthasen, die
kleinen und gro3en Untereinheiten (SSU und LSU) der heterodimeren GDP- und GGDP-
Synthasen, sowie Farnesyldiphosphat- (FDP) und Solanesyldiphosphat- (SDP)
Synthasen. Die Gruppen werden im Folgenden beziglich ihrer méglichen Funktionen in

Erythroxylum coca und Ulmus minor diskutiert.

Putative Geranyl- und Geranylgeranyl- Diphosphatsynthasen — Gruppe |

Die erste Gruppe der prognostizierten Geranyl- bzw. Geranylgeranyl-
Diphosphatsynthasen (G/GGDPS), bestehend aus EcGGDPS 1 und UmGGDPS, weist
untereinander mit 33,2 Aminosauresubstitutionen pro 100 Positionen (ASS) eine hohe
Homologie auf. Das Protein von UmMGGDPS wurde in einem Enzymassay charakterisiert
und zeigt im Chromatogramm die Produkte Geranyldiphosphat (GDP) und
Geranylgeranyldiphosphat (GGDP), deren Peaks mit denen des molekularen Standards
Ubereinstimmen (siehe S. 27, Abb. 7). Die ebenfalls detektierte Menge an FDP ist im
Verhéltnis zu den anderen Produkten so gering (< 5 %), dass sie entweder von von FDP-
Synthasen aus dem Expressionssystem Escherichia coli stammt [78] oder frihzeitig als
Zwischenprodukt aus der hydrophoben Tasche diffundiert. Zwar wurden unspezifische
Bindungen durch den Einsatz von 5 mM Dithiothreitol (DTT) im Enzymassay verringert,
doch kann eine Verschleppung anderer Enzyme aus E. coli nicht ausgeschlossen werden.
Die Charakterisierung von ECGGDPS 1 in einem Funktionsassay steht noch aus.

EcGGDPS 1 und UmGGDPS verfugen beide tber ein chloroplastidares Transitpeptid, ein
CXXXC-Motiv (essentiell zur Heterodimerbildung [72]), sowie das erste und zweite
Aspartat-reiche Motiv FARM und SARM. (siehe Anhang, S. IV) Die nach Wang et al.
(2009) beschriebenen Aminoséauren, die fir X" in ,CXXXC* stehen sind die hydrophoben
Aminosauren Alanin, Leucin, Isoleucin, Valin, Glycin und Serin. Dieses Motiv taucht in fast
allen kleinen Untereinheiten (SSU = Small Subunit) von GDP-Synthasen, dafir nicht
unbedingt in den grof3en Untereinheiten (LSU = Large Subunit) auf. Die beiden Aspartat-
reichen Motive machen eine katalytische Aktivitdt denkbar. Das N-terminale
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chloroplastidare Transitpeptid ist ein mdglicher Hinweis auf die plastidare Lokalisierung
der Proteine. Uberpriift werden koénnte dies zum Beispiel durch immunhistologische
Untersuchungen an den Bléattern von Feldulme und Coca-Strauch zur subzelluldren
Detektion der Proteine. Die Aminosduresequenz von EcGGDPS 1 liegt nur 28,6 ASS von
der GGDPS aus Corylus avellana entfernt, was fur eine mogliche GGDPS-Aktivitéat

spricht.

Das CXXXC-Motiv in UmGGDPS und die hohe Homologie (16,1 ASS) zur LSU von
G/GGDPS (Humulus lupulus: FJ455407.1) legen nahe, dass dieses Enzym durch
Bindung an eine andere Untereinheit ein Heterodimer bildet. Durch Mutationsstudien am
CXXXC-Motiv und den Einsatz bereits bekannter SSUs oder einer noch zu
identifizierenden SSU in U. minor koénnten die unterschiedlichen Effekte der
Heterodimerbildung sichtbar gemacht werden. Die GDPS-LSU von Antirrhinum majus
zeigt beispielsweise in Abwesenheit einer SSU eine GGDPS- und erst in Anwesenheit
dieser eine GDPS-Aktivitat [79]. Ein ebenfalls interessanter Effekt wurde in an einer
bifunktionellen G/GGDPS aus Hopfen (Humulus lupulus) gezeigt. Dessen LSU allein
zeigte Aktivitat als GDP-, FDP- und GGDP-Synthase, und in Anwesenheit einer SSU vom
Typ | eine wesentlich verstarkte GDPS- und GGDPS-, aber keine FDPS-Aktivitat [72]. Die
Gegenwart der allein haufig nicht katalytisch aktiven SSU [67, 72, 79] beeinflusst also die
Katalyse der LSU. Die Mdglichkeiten zur Kombination der putativen LSU Um GGDPS mit
anderen SSUs ist zur Regulation des Terpenstoffwechsels Uber verschiedene
Expressionsmuster geeignet. Das Expressionsmuster konnte sich zum Beispiel induziert
durch die Eiablage des Ulmenblattkafers (Xanthogaleruca luteola) verandern. Als
G/GGDPS kénnte die UmGGDPS ein Schliusselenzym fir die Synthese von volatilen

Monoterpenen, wie a- und B-Pinen sein.

In einem Vergleichsassay mit dem Einsatz unterschiedlicher bivalenter Kationen, die an
das FARM und SARM von UmGGDPS binden kénnen, wurden Hinweise darauf erhalten,
dass sich sowohl mit Mn?* als auch mit Co* das Produktverhaltnis gegeniiber Mg?*
veréndert. (siehe S. 28, Abb. 8) Der starkste Effekt wurde in Gegenwart von Co®" erzielt.
Hier nahm die allgemeine Aktivitdt um das 2 Y fache zu, und das Produktverhaltnis
zwischen GDP und GGDP verschob sich von 20:80 auf 35:65. Diese Beobachtung ist ein
Hinweis auf Moglichkeiten zur Regulierung dieses bifunktionellen Enzyms Uber andere
Kationen-Konzentrationen in verschiedenen Kompartimenten bzw. Organen. Fir die
gemeine Fichte (Picea abies) ist ebenfalls eine bifunktionelle G/GGDPS beschrieben.
Diese ist an der Synthese des Baumharzes beteiligt, dass sowohl konstitutiv, als auch

induzierbar der Abwehr von Herbivoren dient [38, 80]. Eine ahnliche Funktion in der
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Verteidigung von U. minor durch die Synthese volatiler Terpene gegen den

Ulmenblattkafer ist somit denkbar.

Der Funktionsassay von Um GGDPS ohne cTP zeigte nur GDPS-Aktivitat und keine
signifikante GGDPS-Aktivitat (siehe S. 26, Tab. 19), obwohl das Produktverhaltnis im
Assay mit chloroplastiddrem Transitpeptid GGDP zeigt. (siehe S. 27, Abb. 7) Eine
magliche Erklarung ist, dass durch das Entfernen der 62 Aminoséuren langen Sequenz
die Enzymaktivitat direkt verédndert wurde indem die grof3ere rdumliche Néahe des N-
terminalen GST-Tags zur Chain Length Determination (CLD) Region diese beeinflusst.
Versetzung des Tags zum C-Terminus oder das Ersetzen durch einen His-Tag kénnen in

wiederholten Assays darlber Klarheit schaffen.

Putative Geranyl- und Geranylgeranyl- Diphosphatsynthasen — Gruppe |l

Das Alignment der Aminosauresequenz von ECGGDPS 2 mit BLASTx ergab die hochste
Homologie zu den beiden kleinen Untereinheiten vom Typ Il, die GDP-Synthasen in
Salvia miltiorrhiza bilden (SSU I1.2: JN831110.1; SSU I1.1: JN831109.1). (siehe Anhang,
S. V) Dabei zeigte sich, dass die SSU I1.2 mit einer Entfernung von 32,9 ASS dem Enzym
aus dem Coca-Strauch néaher verwandt ist. ECGGDPS 2 weist sowohl FARM, als auch
SARM auf, welches in den beiden Enzymen aus S. miltiorrhiza fehlt. Damit sind eine
korrekte Substratbindung und die Funktion als homodimere GDP- oder GGDP- Synthase
theoretisch moglich. Zudem verfigt ECGGDPS 2, wie auch SSU 1.2 nicht jedoch SSU
1.1, Uber zwei CXXXC-Motive, die fir die Bildung eines Heterodimers nétig sind. Ein
geeigneter Kandidat fur die LSU zur Bildung eines Heterodimers oder Heterotetramers
(ebenfalls mit SSU vom Typ Il) aus zwei Dimeren (Chang et al. [81]) ist aus den
Sequenzen der EST-Datenbank von Coca-Blattern noch ersichtlich. Durch Proteininter-
aktions-Assays konnten die bisher identifizierten Sequenzen auf eine LSU-Funktion hin
untersucht werden. Die LSU sind im Gegensatz zu den SSU anderen GDP- oder GGDP-
Synthasen gegentber sehr homolog. Die phylogenetische Entfernung zur
nachsthomologen charakterisierten homodimeren Synthase aus der kanadischen Eibe
(GGDPS Taxus canadensis: AF081514.1 [82]) ist mit 85,6 ASS (Daten nicht gezeigt)

relativ hoch, was die Heterodimerbildung wahrscheinlicher macht.

Die Bildung von Heterodimeren ist, wie bereits weiter oben erwahnt, eine Mdglichkeit den
Isoprenoid-Metabolismus Uber Expressionsmuster zu regulieren. Im Enzymassay wurde
fur ECGGDPS 2 Aktivitat als GDP- und (E,E)-FDP- Synthase gefunden, wobei wesentlich
mehr GDP gebildet wurde. Durch Assays mit heterolog exprimierten Enzymen aus einem

anderen Expressionssystem kann Uberprift werden, ob die GDPS eine geringe FDPS-
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Aktivitat aufweist, falls es sich dabei auch um ein Artefakt handelt bei dem FDP-

Synthasen aus E. coli [78] in das Eluat verschleppt wurden.

SSUs haben in der Regel keine enzymatische Aktivitat [67, 72, 79], so auch die SSUs aus
S. miltiorrhiza, was EcGGDPS 2 zu einem Interessanten Kandidaten fur die Regulation
und Produktbildung in Kombination mit einer LSU macht. Ein mdglicher
Interaktionspartner kdnnte die weiter oben diskutierte ECGGDPS 1 sein, die ebenfalls ein
CXXXC-Motiv beinhaltet und zur LSU von H. lupulus homolog ist. Auch die SSUs der
Klasse Il aus S. miltiorrhiza interagieren nur mit LSUs, die ein CXXXC-Motiv tragen. Das
chloroplastidare Transitpeptid ist ein Hinweis auf die Lokalisierung des Proteins in den
Plastiden und findet sich auch bei anderen SSU [67, 79]. Proteininteraktionsassays,
Expressionsstudien in Wurzeln und Blattern, die Identifizierung von IDS-Genen,
immunhistologische Untersuchungen und weitere Enzymassays kénnten dariiber Klarheit

verschaffen.

Putative Geranyl- und Geranylgeranyl- Diphosphatsynthasen — Gruppe llI

Im Alignment Gber BLASTX stellten sich EcG/GGDPS 1 und UmGDPS als putative GDP-
Synthasen heraus. UmGDPS ist mit einer Entfernung von 30,7 ASS und EcG/GGDSP 1
mit 32 ASS der GDPS (NM_001247160.1) aus Solanum lycopersicum am &hnlichsten.
(siehe Anhang, S. VI) Untereinander sind sie mit einem Abstand von 29 ASS ebenfalls
sehr homolog. Wahrend EcG/GGDPS 1 in Plastiden vorzuliegen scheint, verflgt
UmGDPS uber keine solche cTP-Sequenz. Beide Substratbindestellen FARM und SARM
sind vorhanden und exakt deckungsgleich zu den verglichenen Sequenzen. Die hohe
Homologie im Bereich der CLD spricht dafiir, dass die Enzyme auch GDPS-Aktivitat
zeigen. Im Assay bestatigt sich dies nur fir ECG/GGDPS 3 in der Formation von GDP und
(E,E)-FDP als Produkt, fir Um GDPS nicht, was jedoch erst durch Wiederholung mit
anderen Expressionssystemen und Verdnderungen der heterologen Expression bestétigt
werden muss. Die Produktverteilung zwischen GDP und FDP ist bei ECGGDPS 2 und
EcG/GGDPS 1 ahnlich, auch dort entsteht wesentlich mehr GDP, als FDP. Auch hier
kann durch Veranderung des Expressionssystems uberprift werden, ob es sich um eine
GDPS mit geringer FDPS-Aktivitat handelt oder ob (E,E)-FDP als Artefakt des
Expressionssystems detektiert wird. Da kein CXXXC-Motiv vorhanden ist, handelt es sich
bei ECG/GGDPS 1 und UmGDPS wahrscheinlich um homodimere GDPS. Beide Enzyme
kénnten als Schlisselenzym fur die Synthese von Monoterpenen dienen (a- und B-Pinen
in E. coca und U. minor), wie sie bei der Alarmierung von Fraf3feinden von X. luteola von

der Ulme freigesetzt werden [58]. Es empfiehlt sich, aufgrund der hohen Homologie mit
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funktionellen Enzymen, die putative GDPS aus U. minor erneut und, wenn notig, mit
einem C-terminalen GST-Tag und langeren Expressionszeiten aufzureinigen, um ihre

Aktivitat zu testen.

Putative Geranyl- und Geranylgeranyl- Diphosphatsynthasen — Gruppe IV

Die putative SSU des Typs | EcG/GGDPS 3 von E. coca tragt eine cTP-Sequenz, welche,
wie bereits erwéhnt, auch in anderen SSUs vorkommt, und die fir eine
Heterodimerbildung essentiellen CXXXC-Motive. (siehe Anhang, S. VII) Die hdchste
Homologie zeigt ECG/GGDPS 3 mit 77,6 ASS gegeniber der SSU Typ | von S.
miltiorrhiza (JN831108.1). Sie liegt phylogenetisch in relativ grof3er Entfernung zu anderen
charakterisierten Sequenzen, was auch innerhalb der GDPS- und GGDPS-artigen
Enzyme in E. coca sichtbar wird. Dort knlipft sie an der weit entferntesten gemeinsamen
Abzweigung der IDS an (siehe S. 22, Abb. 5). Weder der konservierte Bereich FARM
noch SARM ist im Alignment zu finden, weshalb sie keine IDS-Aktivitat aufweisen sollte.
Eine SSU-&hnliche Sequenz aus Phalaenopsis bellina ist bekannt, die ohne DDXX(XX)D-
Motive GDPS-Aktivitat zeigt [83]. Da im Funktionsassay eine GDPS-Aktivitdt gemessen
wurde und ein Alignment mit der GDPS aus P. bellina (EU023907.1) ein phylogenetisch
groBer Abstand von 142,2 ASS berechnet wurde, muss davon ausgegangen werden,
dass es sich dabei um ein Artefakt handelt. Wahrscheinlich wurde durch die Interaktion
mit den CXXXC-Sites von EcG/GGDPS 3 eine GDPS-LSU aus E. coli in das Eluat
Uberfuihrt. Ein Wechsel des Expressionssystems mit IDS ohne groRe Untereinheiten
konnte die Charakterisierung erleichtern. So kénnte dann die Heterodimerisierung
zwischen der putativen kleinen Untereinheit EcG/GGDPS 3 und anderen grof3en

Untereinheiten (z.Bsp. der putativen LSU EcGGDPS 1) getestet werden.

Putative Farnesyldiphosphatsynthasen

Die putativen Farnesyldiphosphatsynthasen (FDPS) EcCFDPS und UmFDPS konnten nicht
in einem Funktionsassay auf ihre Aktivitat hin getestet werden, weshalb keine absolute
Aussage Uuber ihr Produkt und ihre Funktionalitat getroffen werden kann. Im
phylogenetischen Baum (siehe S. 24, Abb. 4) liegen die beiden FDPS nur 19,2 ASS
voneinander entfernt. Beide FDPS zeigen die spezifischen Motive FARM und SARM, die
fur die Bindung des Substrats essentiell sind [35]. Es liegen keine chloroplastidéren
Transitpeptide vor, was zu erwarten ist, da bisher keine plastidare FDPS in der Literatur
beschrieben wurde. EcFDPS hat mit 17 ASS beim Alignment die hochste
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Sequenzhomologie zur FDPS des Wolfsmilchgewachses Euphorbia pekinensis (EpFDPS:
FJ755465.1). (siehe Anhang S. Ill) Dieses ist, wie E. coca, eine Pflanze aus der Familie
der Angiospermen und gehért zur Ordnung der Malipighienartigen. Die EpFDPS erreicht
die hochste Expression in den Wurzeln [63], was mit der Beobachtung eines hohen
Terpengehalts in den Wurzeln des Coca-Strauchs korreliert (pers. Mitt. Nagel et al.). Fir
UmFDPS wies die EpFDPS ebenfalls eine hohe Homologie von 18,9 ASS auf. Diese fallt
geringer als fur E. coca aus, was mit der entfernteren Verwandtschaft zu E. pekinensis

Ubereinstimmt. Die Feldulme gehort zur Ordnung der Rosenartigen.

UmFDPS koénnte in der Feldulme als Schlisselenzym der Sesquiterpensynthese eine
wichtige Rolle bei der Freisetzung des Terpengemischs bei Eiablage durch X. luteola
spielen. Die Katalyse der in diesem Gemisch besonders dominanten Sesquiterpene (E,E)-
a-Farnesen und (E)-B-Caryophyllen [58] kdnnten auf Basis des Isoprenoidstoffwechsels
reguliert werden. Auch die in der Wurzel von E. coca vorkommenden Sesquiterpene
Acoren B, B-Acoradien und Curcumen kdnnten aus FDP von der EcFDPS gebildet
werden. Knock-out-Experimente, Immunhistochemie und Expressionsstudien konnen

diese Annahmen verifizieren.

Putative Solanesyldiphosphatsynthasen

Das Alignment der putativen Solanesyldiphosphatsynthase (SDPS) aus E. coca mit
charakterisierten SDPS ergab die hochste Homologie zur SDPS aus A. thaliana (AtSDPS:
AB071514.2) mit 35,7 ASS, was im phylogenetischen Baum (siehe S. 24, Abb. 6) zu
sehen ist. Die relativ hohe Homologie der beiden Sequenzen zeigt sich vor allem in den
konservierten Bereichen 100 Aminosauren vom N-Terminus entfernt bis zum C-Terminus.
(siehe Anhang, S. VIII) Die Motive FARM und SARM sind bei beiden SDPS
deckungsgleich. Die AtSDPS wurde von Hirooka et al. im Assay mit vier verschiedenen
Substraten (DMADP, GDP, FDP, GGDP) als Startereinheit getestet [70]. Dabei lag die
hochste relative Aktivitat bei der Substratzugabe von FDP (100 %) und GGDP (111 %)
vor, wahrend GDP nicht, DMADP hingegen schon (0,34 % relative Aktivitat) als Substrat
umgesetzt wurde. Im Funktionsassay wurde EcSDPS mit DMADP getestet und ergab
eine GDPS-Aktivitat. Dass kein FDP und GGDP gebildet wurde, korreliert mit der
Beobachtung aus A. thaliana in der GDP nicht weiter umgesetzt wurde. Andererseits
konnen auch keine grof3eren Produkte detektiert werden, da die in der vorliegenden Arbeit
verwendete nichtradioaktive Methode bisher keine Produkte groRRer als GGDP sichtbar
macht.
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SDP-Synthasen dienen der Synthese von C3, — Cgo Prenyldiphosphateinheiten, die in
Ubichinonen und Prenylchinonen eingebaut werden, welche im Reich der Pflanzen
ubiquitar als Elektronentransporter vorkommen [84-86]. Eine SDPS in E. coca ist also

essentiell fir die Synthese dieser tberlebenswichtigen Isoprenoide.

2. Terpensynthasen

Die putativen Terpensynthasen wurden nach ersten Alignments mit BLASTX in die beiden
Gruppen der Synthasen von Mono- und Diterpenen, sowie die Gruppe der Sesquiterpen-
synthasen unterteilt. Der phylogenetische Baum (siehe S. 22, Abb. 5) zeigt diese
Unterteilung deutlich. Die putative Diterpensynthase ECTPS 3 ist wenig homolog zu der
Gruppe vorhergesagter Sesquiterpensynthasen aus UmTPS 1, EcCTPS 1 und EcTPS 6. Im
Folgenden werden die putativen Sequenzen auf ihre Bedeutung fur die Synthese, der in

Ulmus minor und Erythroxylum coca beobachteten Terpene, diskutiert.

Putative Mono- und Diterpensynthasen

Eine putative Diterpensynthase wurde fir den Coca-Strauch identifiziert (EcTPS3), deren
héchste Sequenzhomologie zur a-Terpineol-Synthase aus Vitis vinifera mit 68 ASS
berechnet wurde. (siehe Anhang, S. IX) Da im BLASTx-Alingment fiir die vier Sequenzen
charakterisierter Enzyme mit dem hochsten Score ausnahmslos Diterpensynthasen
beobachtet wurden, und zudem der Abstand zu den Gruppe der putativen
Sesquiterpensynthasen im phylogenetischen Baum (siehe S. 24, Abb. 6) relativ hoch ist,
handelt es sich bei ECTPS 3 wahrscheinlich um eine Diterpensynthase. Uber das Produkt
kann allerdings keine genauere Aussage getroffen werden, da Terpensynthasen trotz
groRer Homologien untereinander in ihren Produkten stark variieren [7, 87]. Das
vorhandene DDXXD-Motiv ist ein Hinweis darauf, dass das katalytische Zentrum noch
intakt ist. An einer Diterpensynthase (ent-Kaurensynthase) von Picea glauca wurde
gezeigt, dass dieses fiur die Stabilisierung des Carbokations nétig ist [88]. Des Weiteren
konnte ein RRXgW-Motiv ausgemacht werden, welches fir die Zyklisierungsreaktion bei
Monoterpensynthasen essentiell, aber auch unter Di- und Sesquiterpensynthasen weit
verbreitet ist [53]. Eine chloroplastiddre Transitsequenz deutet auf die plastidare
Lokalisierung hin. Da Gibberelline als wichtige Vertreter der Diterpene in Chloroplasten

gebildet werden, konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass es sich bei ECTPS 3 um ein
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Enzym mit Gibberellinsynthase-Aktivitat handelt [89]. Im Gegensatz zu cytosolischen
Sesquiterpensynthasen, haben die meisten Mono- und Diterpensynthasen ein N-
terminales Transitpeptid fir den Transport vom endoplasmatischen Retikulum (ER) oder
Golgi-Apparat zu den Plastiden. Dieses wird wahrscheinlich nach oder wahrend des
Transports vor dem RRXgW-Motiv abgeschnitten [7]. Naheliegend ware auch, dass
EcTPS 3 die Synthese von Diterpenen in der Wurzel des Coca-Strauchs katalysiert
(z.Bsp. ent-Kauren). Durch eine HPLC-MS/MS Analyse von Assays mit GGDP als

Substrat kdnnte die Funktion des Enzyms charakterisiert werden.

Putative Sesquiterpensynthasen

In E. coca und U. minor wurden drei putative Sesquiterpensynthasen identifiziert,
EcTPS1, ECTPS 6 und UmTPS 1. Die drei TPS bilden eine Gruppe mit relativ geringer
Homologie, wie man dem phylogenetischen Baum entnehmen kann. (siehe S. 22, Abb. 5)
Dabei sind sich ECTPS 1 und ECTPS 6 mit nur 14 ASS sehr ahnlich. UmTPS 1 ist
dahingegen weniger homolog mit durchschnittich 76 ASS zu den beiden Terpen-

synthasen aus dem Coca-Strauch.

EcCTPS 1 ist mit 67,8 ASS homolog zur (-)-Germacren-D-Synthase aus Vitis vinifera
(Q6Q3H3.1) und EcTPS 6 mit 68,3 ASS zur Valencen-Synthase aus Citrus sinensis
(AF441124.1). UmTPS 1 zeigt die groRte Ahnlichkeit ebenfalls gegeniiber derselben (-)-
Germacren-D-Synthase aus V. vinifera mit nur 41,9 ASS. (siehe Anhang, S. X) Die
Ubereinstimmung der Alignments in den Sesquiterpen-Produkten der charakterisierten
Enzyme ist ein Hinweis darauf, dass es sich bei den Enzymen tatsachlich um
Sesquiterpensynthasen handelt. Wie zu erwarten, tragen alle putativen Enzyme kein
chloroplastidares Transitpeptid, da Sesquiterpene nicht in Plastiden, sondern im Cytosol
synthetisiert werden [90]. Alle Enzyme enthalten ein DDXX(XX)D-Motiv, welches in
einigen Sesquiterpensynthasen als katalytisch aktiv beschrieben wurde, und dessen
Aminoséauren die Produktspezifitat beeinflussen [91, 92]. Auch bei diesen Enzymen kann
keine klare Prognose zu ihren Produkten getroffen werden, weshalb ein Assay mit FDP,
dem Prakursor der Sesquiterpene, und eine Analyse uber HPLC-MS/MS zur

Charakterisierung durchgefihrt werden sollte.

Die putativen Sesquiterpensynthasen aus E. coca sind mdgliche endstandige Enzyme fir
die Bildung typischer Sesquiterpene in den Wurzeln, wie Acoren B, [-Acoradien und
Curcumen. Fur die Synthese der volatilen Sesquiterpene in U. minor nach der Eiablage

durch X. luteola, koénnte hingegen die UmTPS 1 ein Kandidat sein. Durch
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gewebespezifische Expressionsstudien und Knock-Out Experimente konnte dies Uberpruft

werden.
3. Zusammenfassung und Aussicht

Im Rahmen der vorliegenden Bachelorarbeit konnten einige Isoprenyldiphosphat- und
Terpen- Synthasen aus den EST-Datenbanken der Feldulme und des Coca-Strauchs
identifiziert, vollstandig sequenziert, in E. coli heterolog exprimiert und durch einen
Enzymassay in ihrer Funktion charakterisiert werden. Diese Arbeit bildet die Grundlage fir
zahlreiche weitere Studien zur Aktivitdt, Regulation, Expression und Lokalisation der

Enzyme, sowie ihre Rolle im Terpenoidstoffwechsel der Pflanze.

Noch nicht sequenzierte ESTs aus U. minor und E. coca (siehe S. 22, Tab. 16) sollten in
Zukunft noch vervollstandigt werden. Sie kdnnten dann mit den anderen noch nicht
heterolog exprimierten Sequenzen in ihrer Aktivitat analysiert werden. Die Funktion der
Enzyme sollte dann in biologischen und technischen Replikaten der bereits getatigten

Vorversuche bestétigt oder widerlegt werden.
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Anhang

1. Primer

Hier gezeigt sind die designten und eingesetzten Primer mit Schmelztemperatur nach

Angaben des Lieferanten (Eurofins MWG Operon, Deutschland, Ebersberg).

Tab. 1: Primer fur die Sequenzierung und Standard-PCR. (*1 = Quantitative Real Time PCR-Primer von
Kerstin Buchel et al.; # = Primer aus TOPO® TA Cloning® Kit)

Name Sequenz (5' -> 3") Tm

Um_RubisCO_fw CGAGGTTGAGAGCTCCGACACC 65,8 °C
Um_RubisCO_rv CCTAATAGGGGGCGGCCATACTTG 66,1 °C
Um_Ubig_for ** CGAGGTTGAGAGCTCCGACACC 65,8 °C
Um_Ubiq_rev ** CGGCCAAAGTCCTTCCATCCTCC 66,0 °C
Um-GGPPS_fw3 CTGTGAATCTGGGTTCAT 64,4 °C
Um-GGPPS_rw3 GACGGTTGAGACGGCGA 65,8 °C
M13_fw (-20) ** GTAAAACGACGGCCAG 51,7°C
M13_rv * CAGGAAACAGCTATGAC 50,4 °C
T3 #2 ATTAACCCTCACTAAAGGGA 53,2°C
T7 prom ** TAATACGACTCACTATAGGG 53,2 °C
T7_term ¥ TATGCTAGTTATTGCTCAGS 50,2 °C
Ec_TPS1 Start ATGCCTTCTCAAGTTTCTGCTGTTC 63,2 °C
Ec_TPS3_Start ATGTCCCTTCCCTTGGTTGCTTCATC 64,8 °C
Ec_TPS6_Start ATGCCTTCTCAAGTTTCTGCTGTTCC 63,2 °C
Ec_FPPS_Start ATGGCGGATCTGAAGTCTACGTTCTTG 65,0 °C
Ec_G_GGPPS1_Start ATGCTAGTCTGTCGTGGGATTTCGAG 64,8 °C
Ec_G_GGPPS3_Start ATGGCAGGAGCTCTTTCTGCTTGC 64,4 °C
Ec_GGPPS1_Start ATGACTTCTGCGAGCCTCGGTTC 64,2 °C
Ec_GGPPS2_Start ATGGTTTTTTCTACGGTAATACCCTCG 61,9 °C
Ec_SDPS1_Start ATGATGTCAATGACATGCCATGGTCTG 63,4 °C
Um_FPPS_Start ATGGCGGATCTGAAGTCAAAGTTCG 63,0 °C
Um_GPPS_Start ATGATATTTTCTCGGGGATTTCGTCGG 63,4 °C
Um_GGPPS_StartN ATGAGTTCTGTGAATCTGGGTTCATGG 63,4 °C
Um_TPS1_Start ATGTCTATTCTAGTCATATCAGATCCATCTC 62,9 °C

Tab. 2: Primer und nested Primer fur die 5'-RACE-PCR

5'-RACE-Primer Sequenz (5' -> 3Y) Tm

Ec_FPPS_rvl GCCATTCAATACACCATCCAAGAGCAC 65,0 °C
Ec_TPS1 rvl CGTATCCCAAGATGTGCTGCCTC 64,2 °C
Ec_TPS2_rev CCCATAAAGCAGGTTGGTAGTTCCC 64,6 °C
Ec_TPS2_rv_new CCCAAGCATCGCTCTCACATCTTCC 64,4 °C
Ec_TPS5_rev CGGCTTCTGTCTGGTTGTTGAGC 64,2 °C
Ec_TPS6_rev CGTGTGGGATACGATGTCATTCATGAG 65,0 °C
Ec_TPS7_rev CTTCAAAGATGGTCTTGCTATGGCCG 64,8 °C
Ec_TPS7_rev_nes GCCTTTGCCATCCCATCTTTGAACAAC 65,0 °C
Ec_G_GGPPS1_rvi CGTAGTCATTTGCATGGTTTCACCTG 63,2 °C
Ec_G_GGPPS2_rev CACCTGTTACAAGATGCTCTACAACAG 63,4 °C
Ec_G_GGDPS2_rev_nes CAACTTATAGGCACGTGAGATCAGTCAC 65,1 °C
Ec_GGPPS1_rvl GAGGCATTGACAAGTTCCAGAGAGG 64,6 °C
ECoca_SPPS_rev GACTCGACAACTGGATGTTTCTCGG 64,6 °C
Um_GPPS_rwilb CAATGATGCAGTTTTGTAGTACGTCTTTTGC 64,2 °C
Um_GPPS_rw_nesl1b CCATGCTACAACGTTGATCAGATGTAG 63,4 °C
Um_GGPPS_rvl GACGGTTGAGACGGCGATGTGC 65,8 °C
Um_TPS1_rv2 GTATTCCGGGAGCTGATCAATGGC 64,4 °C
Um_TPS2_rv2b CCTCCAGTATATCCTCTCCATGTGTTC 65,0 °C
Um_TPS2_rev_nes GATTCCTTAAATTTCCCTTCGTTGTCCTTG 64,0 °C
Um_TPS3_rvib GCCTGGAAACTACTGCTGAAGCC 64,2 °C
Um_TPS5_rv2a CTCGGAAAGCTTGGACTCAGAAAGC 64,6 °C
Um_TPS5 rv_new GTTGTGAACACCAACGGATATAATGCC 63,4 °C




Tab. 3: Primer und nested Primer fur die 3'-RACE-PCR

3'-RACE-Primer Sequenz (5' -> 3Y) Tm

Ec_FPPS_fwl GGCTTTGGAACTTTGTACCGAAGAGC 64,8 °C
Ec_TPS1 fwl GCTTCAGCGGTAGAATGTTACTTGAAG 63,4 °C
Ec_TPS2_fw CAACAGGCTTCAGGCAGTTCATGTAG 64,8 °C
EC_TPS2_fw_new CAATCAACCATGCACAGACAATCGAC 63,2 °C
Ec_TPS3_fw GAGTACGCAATGGAGCCTCAACATAG 64,8 °C
Ec_TPS4 _fw GCAACTGTTGCCTGCATGATAGCAC 64,6 °C
Ec_TPS5_fw GCTCAACAACCAGACAGAAGCCG 64,2 °C
Ec_TPS7 fw GACTCACAAATTCAGGCCACCCAAG 64,6 °C
Ec_TPS7_fw_nes CACTAGGCTTCTCATGCTTATTCCTC 63,2 °C
Ec_G_GGPPS1_fwl CTGGGATTGGCATTTCAACTGATAGATG 63,6 °C
Ec_G_GGPPS2_fw CACTTCTTGCTGGGCAAACTACAGAAG 65,0 °C
Ec_GGPPS1_fwl CGCTGCTGTTTCACTAAGAGATCCTG 64,8 °C
Um_FPPS_fw2b GAAGGAAAGGAATTGACTGAAGAGGAAATC 64,0 °C
Um_FPPS_for_newl CTGATCCTGAAGTCCTTGGTAAGATTG 63,4 °C
Um_GPPS_fw2b GTCTGTTGCCCTCCTTGCTGGG 65,8 °C
Um_GPPS_fw_nes2b GAAGTTGCTCTATTGGCATTTGAGTATGG 63,9 °C
Um_GPPS_fw3 CGCGGAATACAGAGAACAAGGGAAC 64,6 °C
Um_GGPPS_fw2 CTGTGAATCTGGGTTCATGGGTCC 64,4 °C
Um_GGPPS_fw2 GGATTCTCCGGGCAGTGGCG 65,5 °C
Um_TPS1_fwlb CAGAGAAGCTACCATTTGCAAGAGACAG 65,1 °C
Um_TPS1_for_newl GGTTCCACCAGCAATACACACCAAC 64,6 °C
Um_TPS2_fw3 GGAATCCCTTGTCAGCGACATTCG 64,4 °C
Um_TPS2_for_newl GCTCTTTACTGAAGCAGCAGAAAGGTG 64,9 °C
Um_TPS3_fw2 GGACATGTTGCTTCTGCTGTGGAG 66,0 °C
Um_TPS3_fw2 GACGAAGATGGATATACACATGCTGG 63,2 °C
Um_TPS5_fw2b CTCCGGCCAGTCCAATACGAAAGC 66,1 °C
Um_TPS5_fw2 GTATCACTCTGGTCGATCCTCCAAG 64,6 °C

Tab. 4: Gateway-Primer fiir Klonierung und Expression

Name Sequenz (5' -> 3Y) Tm

ECocTPS1StartN GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCCTTCTCAAGTTTCTGCTGTTC 76,0 °C
ECocaTPS1StopN GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAAAAGGATAGAGATTCCACGAGC 77,6 °C
ECocaTPS3_StartN GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCCCTTCCCTTGGTTGCTTC 77,0 °C
Ec_TPS3_StartN-T GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCTGTGGTCAAAGTTTCTG 75,6 °C
ECocaTPS3StopN GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGCAATAATTGGGGACTAAC 75,7 °C
Ec_TPS6_StartN GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCCTTCTCAAGTTTCTGC 75,0 °C
Ec_TPS6_StoppN GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAAAAGGATACAGATTTCGTG 75,7 °C
EC_FPPS_StartN *° GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCGGATCTGAAGTCTACG 76,5 °C
EC_FPPS_StopN * GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTACTTCTGTCTTTTGTATATTTITAG 74,5 °C
ECoGGGPPS1Start GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCTAGTCTGTCGTGGGATTTCG 76,9 °C
Ec_G_GGPPS1_StartN-T  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCCGACGGATTTGGTGACG 77,9 °C
ECoGGGPPS1Stop GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATTTATTTCTTGTAATCACTC 74,1 °C
Ec_G_GGPPS3_StartN GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCAGGAGCTCTTTCTGCTTGC 77,6 °C
Ec_G_GGPPS3_StartN-T ~ GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCTCTCAGCCAATGCCAAC 76,4 °C
Ec_G_GGPPS3_StoppN GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTACTTGACACTAAGCAACAACTCG 76,9 °C
ECocaGGPPS1Star GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGACTTCTGCGAGCCTCGGTTC 77,8 °C
ECocaGGPPS1Stop GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAGTTTTGCCTGTAAGCAATG 76,5 °C
ECocaGGPPS2Start GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGTTTTTTCTACGGTAATACC 74,0 °C
Ec_GGPPS2_StartN-T GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAGCCAATCCACTTCGACCC 77,1 °C
ECocaGGPPS2Stop GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCATGAGCTTGATACACCAACG 77,3 °C
Ec_SPPS1_StartN GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGATGTCAATGACATGCCATGG 75,5 °C
Ec_SPPS1 StoppN GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAATCAATTCGTTCAAGATTG 74,9 °C
Um_FPPS_StartN ** GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGCGGATCTGAAGTCAAAG 75,7 °C
Um_FPPS_StoppN * GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATTTATGTCGCTTGTATATC 74,9 °C
Um_GPPS_StartN ** GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGATATTTTCTCGGGGATTTC 74,1 °C
Um_GPPS_StoppN ** GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACTTGGTTCTTGTAATGAC 75,8 °C
Um_GGPPS_StartN ** GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAGTTCTGTGAATCTGGGTTC 75,5 °C
Um_GGPPS_StartN-T ** GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCAAGAAACTGTGAAAGAAG 74,1 °C
Um_GGPPS_StoppN ** GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAATTTTCTCTATAAGCTATATAA 73,1 °C
Um_TPS1_StartN ** GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCTATTCTAGTCATATCAG 73,3°C
Um_TPS1_StoppN ** GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAAACAGGCACAGGATCAATG 76,5 °C
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Abb. 1: Alignment der Sequenzen von putativen Farnesyldiphosphatsynthasen (FDPS) aus
Erythroxylum coca (EcFDPS), Ulmus minor (UmFDPS) mit denen der charakterisierten FDPS von
Euphorbia pekinensis (FJ755465.1), Panax ginseng (DQ087959.1) und Arabidopsis thaliana (X75789.1).
Uber der Skala ist die Konsensussequenz zu sehen. Gelb unterlegt sind die Aspartat-reichen Motive
FARM und SARM (First/Second Aspartat Rich Motif).
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Abb. 2: Das Alignment zeigt Sequenzvergleiche der putativen Geranylgeranyldiphosphatsynthasen
(GGDPS) von E. coca (EcGGDPS 1) und U. minor (UmGGDPS) mit einer GGDPS von Corylus avellana
(EF553534.1) und der grofRRen Untereinheit von einer G/IGGDPS (Large Subunit = LSU) von Humulus
lupulus (FJ455407.1). Uber der Skala ist die Konsensussequenz zu sehen. Griin unterlegt wurden die
chloroplastidaren Transitpeptide (cTP), gelb das konservierte CXXXC-Motiv fur die Dimerbildung,
sowie das FARM und SARM.
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Abb. 3: Die Sequenz von EcGGDPS 2 aus E. coca wurde in diesem Alignment mit den Sequenzen der
kleinen Untereinheiten (SSUs) von einer Geranyldiphosphatsynthase (GDPS) aus Salvia miltiorrhiza
(Sm SSU 11.1: JN831109.1; Sm SSU I1.2: JN831110.1) verglichen. Uber der Skala ist die
Konsensussequenz zu sehen. Griin unterlegt ist die cTP, gelb die CXXXC-Motive fur die Dimerbildung,
sowie FARM und SARM.
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Abb. 4: Im abgebildeten Alignment wurden die Sequenzen von EcG/GGDPS 1 aus E. coca und die der
putativen GDPS von U. minor (UmGDPS) mit denen der charakterisierten GDPS von Solanum
lycopersicum (NM_001247160.1) und Salvia miltiorrhiza (JN831107.1) verglichen. Uber der Skala ist die
Konsensussequenz zu sehen. Griin unterlegt ist die cTP, gelb unterlegt das FARM und SARM.
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Abb. 5: Im Alignment wurde die Sequenz der EcG/GGDPS 3 aus E. coca mit den Sequenzen der
charakterisierten kleinen Untereinheiten (SSU) von Salvia miltiorrhiza (SSU I: JN831108.1) und Metha x
piperita (AF182827.1) verglichen. Uber der Skala ist die Konsensussequenz zu sehen. Griin unterlegt
wurde die cTP, gelb die beiden CXXXC-Motive.
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Abb. 6: Die Sequenz der putativen Solanesyldiphosphatsynthase (SDPS) aus E. coca (EcSDPS) wurde
mit den Sequenzen charakterisierter SDPS aus Arabidopsis thaliana (AB071514.2) und Oryza Sativa
(SDPS I: Q653T6.1; SDPS II: Q75HZ9.2), sowie einer Polyprenyldiphosphatsynthase (PDPS) aus A.
thaliana (Q5HZ00.1) verglichen. Uber der Skala ist die Konsensussequenz zu sehen. Gelb markiert
wurde jeweils das FARM und SARM.
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Abb. 7: Im Alignment ist der Vergleich von Sequenzen einer putativen Diterpensynthase aus E. coca
(EcTPS 3) und charakterisierten Terpensynthasen aus Arabidopsis thaliana zu sehen: (E)-B-
Ocimen/Myrcen-Synthase (E-B-O/MS: HM807387.1), (-)-a-Terpineol-Synthase ((-)-a-TS: AY572987.1) und
(+)-a-Phellandren-Synthase ((+)-a-PS: ADR74201.1). Uber der Skala ist die Konsensussequenz zu
sehen. Griin markiert wurde die cTP, gelb unterlegt die RRXgW- und DDXXD-Motive.
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Abb. 8: Die Sequenzen der putativen Sesquiterpensynthasen aus U. minor (UmTPS 1) und E. coca
(EcTPS 1, EcTPS 6) wurden mit denen von charakterisierten TPS aus Vitis vinifera verglichen:
Germacren-D-Synthase (GDS: Q6Q3H3.1) und Germacren-A-Synthase (GAS: HQ326230.1). Uber der
Skala ist die Konsensussequenz zu sehen. Gelb markiert wurden jeweils die RRXgW- und die DDXXD-
Motive.
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