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1 Einleitung 

Pflanzen haben mit ihrer sessilen Lebensweise so gut wie alle Lebensräume der Erde 

erfolgreich erobert. Durch die fehlende Mobilität sind sie jedoch wechselnden abiotischen 

Faktoren in extremer Weise ausgesetzt. Zusätzlich werden sie durch eine Fülle von 

potenziellen Fraßfeinden und mikrobiellen Pathogenen bedroht. So sind beispielsweise etwa 

zwei Drittel aller Tierarten Herbivore. Um bei der Vielzahl an Gefahren überleben zu können, 

haben Pflanzen verschiedene Abwehrmechanismen entwickelt. Durch die Entwicklung 

mechanischer Barrieren wie Dornen, Stacheln oder verstärkten Zellwänden sind sie 

allgemein geschützt. Ein weiterer wesentlicher Aspekt in der Verteidigung sind sekundäre 

Pflanzenstoffe. Dies sind pflanzliche Naturstoffe, die nicht für das Aufrechterhalten der 

primären Lebensprozesse notwendig sind, sondern vom Primärstoffwechsel abgeleitete 

Verbindungen mit mannigfaltiger Funktion für die Pflanze darstellen. Bis heute wurden mehr 

als 200.000 solcher Verbindungen chemisch identifiziert (BUCKINGHAM 1998). Die 

dominierenden Strukturgruppen innerhalb der sekundären Pflanzenstoffe sind die Phenole, 

Alkaloide und Terpene. Die protektive Wirkung dieser Verbindungen beruht meist auf 

Toxizität gegenüber Angreifern oder Pathogenen und der Abwehr von Fraßfeinden durch 

bitteren Geschmack. Innerhalb der Naturstoffe bilden die Terpene die größte Klasse mit 

mehr als 35.000 beschriebenen Verbindungen, wovon die Mehrzahl aus höheren Pflanzen 

stammt (DAVIS & CROTEAU 2000; ROHDICH et al. 2004). 

Die Bezeichnung „Terpen“ stammt von den Hauptkomponenten des Balsams verschiedener 

Kiefernarten, die als Terpentin bezeichnet werden. Terpentin selbst ist eine Mischung 

vorwiegend flüchtiger Monoterpene. Der Begriff wurde vom französischen Chemiker Marcelin 

Berthelot vorgeschlagen und von August Friedrich Kekulé eingeführt (KEKULÉ 1863), um die 

zu dieser Zeit von vielen Chemikern für Kohlenwasserstoffe mit der Molekülformel C10H16 

benutzte Bezeichnung „Camphene“ zu ersetzen. Kekulé sah diesen Namen als ungeeignet 

an, da zu dieser Zeit bereits eine einzelne Verbindung mit dem Namen Camphen 

beschrieben war und allgemeine Verwirrung gegenüber der diesbezüglichen Bezeichnung 

und der Benennung neu entdeckter „Champhen“-artiger Verbindungen herrschte. 

Wie die Kiefern in ihrem Balsam, so bilden auch die meisten Terpen-produzierenden 

Pflanzen nicht nur eine einzelne Verbindung, sondern oft eine ganze Reihe strukturell 

ähnlicher Komponenten. Diese Mischung von Endprodukten des Stoffwechselweges ist die 

Folge einer Jahrmillionen langen funktionellen Selektion, die den Pflanzen das Überleben 

ermöglichte und zu ihrem evolutiven Erfolg beitrug. So synthetisieren beispielsweise einige 

Nadelbäume das Sesquiterpen Juvabione, das die Entwicklung von Insektenlarven durch 

seine Eigenschaft als Juvenilhormonanalogon stört und somit die Bäume vor diesen 

Schädlingen zu schützen vermag (BOHLMANN et al. 1998; KEELING & BOHLMANN 2006). Mais 
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emittiert über die Wurzeln den Sesquiterpenkohlenwasserstoff β-Caryophyllen, der im Boden 

beheimatete entomopathogene Nematoden anlockt, die natürlichen Feinde von 

wurzelfressenden Insektenlarven (RASMANN et al. 2005).  

Für den Menschen selbst ist das Diterpen Taxol aus der Eibe von großem Interesse, da es 

bei der Therapie bestimmter Krebsarten mit gutem Erfolg eingesetzt wird (MIYAKE et al. 

2000; REINECKE et al. 2000). Das Sesquiterpenlacton Artemisinin aus dem chinesischen 

Beifuß war in den letzten Jahren Gegenstand intensiver Forschung, da es bei der 

Behandlung multiresistenter Malariaerkrankungen sehr gute Wirkung zeigte (KLAYMANN 

1985; BAIRD 2005). Inzwischen existieren jedoch die ersten Berichte über auftretende 

Resistenzen auch gegen diesen in China schon seit Jahrhunderten eingesetzten Wirkstoff 

(WHO, 2007). Manche Terpene dienen aber auch als Lockstoffe für Befruchter (RAGUSO & 

PICHERSKY 1995; PICHERSKY & GERSHENZON 2002), als antimikrobielle Agenzien (HUANG et 

al. 2003) oder als Signalstoffe zwischen Pflanzen (KESSLER & BALDWIN 2001; ARIMURA et al. 

2002; GERSHENZON 2007).  

Neben den Terpenen des Sekundärmetabolismus mit ihren vielfältigen Funktionen erfüllen 

Terpene im Primärstoffwechsel für die Pflanze lebensnotwendige Aufgaben. Dabei handelt 

es sich meist um komplexere, längerkettige Moleküle. Gibberelline aus der Klasse der 

Diterpene wirken als Phytohormone. Phytol, ein anderes Diterpen, verankert das Chlorophyll 

in den Reaktionszentren des Photosynthesekomplexes (SITTE et al. 2002). Phytosterole sind 

als Membranbausteine strukturgebende Zellbausteine und Carotenoide erfüllen wichtige 

Funktionen als akzessorische Photosynthesepigmente. 

1.1 Die Terpenbiosynthese in Pflanzen 

Die oben genannten Beispiele zeigen die große Vielfalt an Strukturen und Funktionen von 

Terpenoiden nur andeutungsweise. Die Grundstruktur aus der diese beinahe 

unüberschaubare Anzahl an verschiedenen Terpenstrukturen hervorgeht ist ein einfacher 

Baustein aus 5 Kohlenstoffatomen, das Isopren. Es liegt in seiner aktiven Form als 

Isopentenylpyrophosphat (IPP) vor und isomerisiert zu Dimethylallypyrophosphat (DMAPP). 

Als Terpene bzw. Isoprenoide werden alle Verbindungen bezeichnet, die sich formal in diese 

Isopren-Bausteine zerlegen lassen und biosynthetisch von IPP und DMAPP ableitbar sind. 

Durch eine enzymatische Verknüpfung dieser Bausteine werden die Grundgerüste aller 

Terpene gebildet und nach der Anzahl der C5-Einheiten klassifiziert. Man unterscheidet 

Hemi- (C5), Mono- (C10), Sesqui- (C15), Di- (C20), Sester- (C25), Tri- (C30), Tetra- (C40) und 

Polyterpene, wobei die Polyterpene aus mehr als 8 C5-Einheiten aufgebaut sind (Abb. 1.1). 

Von den Terpenen ausgehend können auch Terpenoide gebildet werden, bei denen in 

späteren Schritten der Biosynthese einzelne Kohlenstoffatome verloren gehen, so dass die 

Zahl ihrer C-Atome nicht mehr auf die Grundzahl 5 zurückzuführen ist. In der Natur kommen 
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Terpene als einfache Kohlenwasserstoffe vor oder finden sich in modifizierter Form als 

Alkohole, Ester, Ketone oder Lactone. Zusammen mit der großen Anzahl an möglichen 

Kohlenstoffgrundgerüsten führen diese Modifikationen zu Verbindungen mit 

unterschiedlichsten Funktionen für die Pflanzen.  

Den Aufbau der Terpene aus sich wiederholenden Isopreneinheiten erkannte Otto Wallach 

durch Analysen der Komponenten von ätherischen Ölen und postulierte die „Isoprenregel“ 

Hemiterpene (C5) 

Monoterpene (C10) 

Sesquiterpene (C15) 

Diterpene (C20) 

Triterpene (C30) 

Tetraterpene (C40) 

Geraniol Menthol Limonen α-Pinen 

Farnesol β-Caryophyllen Germacren D 

Casben Abietadien Gibberellinsäure 

Squalen 

β-Caroten

Isopren 

OH

OH

OH

OH

HO

OC

O

COOH

Abb. 1.1 Beispiele von Terpenverbindungen verschiedener Klassen. 
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(WALLACH 1885; WALLACH 1909). Für diese Arbeiten wurde er 1910 mit dem Nobelpreis für 

Chemie ausgezeichnet. Leopold Ruzicka zeigte die Verknüpfung der Terpene aus 

biologischen Isopreneinheiten, dem sogenannten „aktiven Isopren“, also dem im 

Gleichgewicht stehenden IPP und DMAPP (Nobelpreis für Chemie 1939). Später formulierte 

er die „biogenetische Isoprenregel“ und zeigte die Möglichkeit der Bildung des 

Terpengrundgerüstes durch elektrophile Reaktionen, die durch die Bildung carbokationischer 

Intermediate zu einer Vielzahl verschiedener Zyklisierungen und Umlagerungen führen 

können (RUZICKA 1953). Damit ließ sich die große Zahl verschiedener Terpenverbindungen 

erklären. Das von Ruzicka postulierte aktive Isopren wurde von Feodor Lynen als 

Isopentenylpyrophosphat zusammen mit Farnesylpyrophosphat (FPP) als Intermediat der 

Squalen-Biosynthese identifiziert (LYNEN et al. 1958). Lynen erhielt für diese Arbeit 

zusammen mit Konrad Bloch 1964 den Nobelpreis für Medizin. 

Die Bildung des IPP und seiner isomeren Form DMAPP geschieht in höheren Pflanzen über 

zwei Stoffwechselwege. Im Cytosol läuft die Bildung über den bekannten Mevalonat-Weg ab 

(LYNEN et al. 1958; LYNEN & HENNING 1960). Vor etwa 15 Jahren wurde ein zweiter 

Biosyntheseweg zur Bildung von IPP und DMAPP entdeckt, der zuerst in Bakterien 

aufgeklärt wurde (ROHMER et al. 1993; SCHWENDER et al. 1996; LICHTENTHALER et al. 1997). 

Dieser ist in den Plastiden der Pflanzenzellen lokalisiert und wird aufgrund des dort als 

Intermediat auftretenden 1-Deoxy-D-Xylulose 5-Phosphats als DOXP-Weg (oder auch als 

MEP-Weg) bezeichnet. Über diesen DOXP-Weg werden die Bausteine für die Hemi-, Mono-, 

Di- und Tetraterpene synthetisiert (EISENREICH et al. 2004). 

Im Cytoplasma beginnt die Biosynthese (Abb. 1.2) der Terpengrundkörper IPP und DMAPP 

mit der Kondensation zweier Acetyl-CoA-Moleküle (1) zu Acetoacetyl-CoA (2). Dieses wird 

durch die Aldol-Addition eines weiteren Acetyl-CoA-Moleküls zu 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-

CoA (3, HMG-CoA) umgewandelt. In Tieren und Pilzen wird diese Reaktion durch zwei 

verschiedene Enzyme katalysiert, in Pflanzen übernimmt die HMG-CoA-Synthase beide 

Reaktionsschritte. Die veresterte Carboxygruppe des HMG-CoA wird durch die HMG-CoA-

Reduktase unter Verbrauch von zwei NADPH zur Hydroxygruppe reduziert, gleichzeitig 

geschieht die Spaltung der Thioesterbindung und es entsteht Mevalonat (4). Zwei 

aufeinanderfolgende Phosphorylierungen durch die Mevalonat-Kinase und die 

Mevalonatphosphat-Kinase führen über Mevalonatmonophosphat zur Bildung von 

Mevalonatdiphosphat (5). Der letzte Schritt der Bildung von IPP besteht in der 

Decarboxylierung und Dehydratisierung des 5-Diphosphomevalonats zu 

Isopentenyldiphosphat (6). Durch die Aktivität einer Isomerase wird IPP zur DMAPP (7) 

umgewandelt (EISENREICH et al. 2001; HELDT 2003). 
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Abb. 1.2 Darstellung der Reaktionsschritte des Mevalonat-Weges im Cytosol und des 
Methylerythritolphosphat-Weges in den Plastiden die zur Bildung von IPP und DMAPP führen, 
den Grundbausteinen der Terpene (nach EISENREICH et al. 2001, 2004). (1) Acetyl-CoA, (2) 
Acetoacetyl-CoA, (3) 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA, (4) Mevalonat, (5) Mevalonatdiphosphat, (6) 
Isopentenyldiphosphat, (7) Dimethylallyldiphosphat, (8) Pyruvat, (9) D-Glyceraldehyd 3-Phosphat, (10) 
1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat (DOXP), (11) 2C-Methyl-D-Erythritol 4-Phosphat, (12) 4-
Diphosphoscytidyl-2C-Methyl-D-Erythritol, (13) 4-Diphosphocytidyl-2C-Methyl-D-Erythritol 2-Phosphat, 
(14) 2C-Methyl-D-Erythritol 2,4-Cyclodiphosphat, (15) Hydroxymethylbutenyl-4-Diphosphat. 
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Im Gegensatz zum cytosolischen Mevalonat-Weg sind die Ausgangsstoffe für die plastidiäre 

Biosynthese (Abb. 1.2) des IPP über den DOXP-Weg das Pyruvat (8) und das 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat (9). Durch das Enzym 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-

Synthase wird das Pyruvat decarboxyliert, auf Glycerinaldehyd-3-Phosphat übertragen und 

das für diesen Biosyntheseweg namensgebende 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat (DOXP) 

(10) gebildet (EISENREICH et al. 2001). Die Umlagerung des Kohlenstoffgerüsts und die 

Reduktion der Aldehydgruppe führen zum 2C-Methyl-D-Erythritol 4-Phosphat (11) (ROHDICH 

et al. 2006). Durch drei enzymatische Schritte, unter anderem der Übertragung eines 

Nukleosid-Restes (Cytidin) auf 2C-Methyl-D-Erythritol 4-Phosphat (GABRIELSEN et al. 2006), 

wird es zum 2C-Methyl-D-erythritol 2,4-Cyclodiphosphat umgewandelt (MIALLAU et al. 2003). 

Über 1-hydroxy-2-methyl-2-butenyl 4-diphosphat (15) entstehen IPP (6) und DMAPP (7) 

(EISENREICH et al. 2004).  

Inzwischen ist diese strikte Trennung nachfolgend gebildeter Terpene aus den 

Grundbausteinen dieser beiden parallelen Biosynthesewege in Frage gestellt. Neuere 

Ergebnisse zeigen, dass es durchaus zu Austauschvorgängen von IPP zwischen Plastiden 

und Cytosol kommen kann (PIEL et al. 1998; ADAM et al. 1999; LAULE et al. 2003; DUDAREVA 

et al. 2005). Dadurch entstehen Mischterpene, deren Grundbausteine sowohl aus dem 

cytosolischen Mevalonat-Weg als auch aus dem plastidiären DOXP-Weg stammen können. 

Ausgehend von den beiden Grundkörpern IPP und DMAPP werden durch 

Prenyltransferasen die längerkettigen Terpene gebildet. Eine Geranyldiphosphatsynthase 

verknüpft hierbei ein Molekül IPP (C5) mit einem DMAPP (C5), zu Geranylpyrophosphat 

(GPP, C10), dem linearen Vorläufermolekül der Monoterpene. Als elektrophiler Akzeptor in 

dieser Reaktion fungiert DMAPP, das nach der Abspaltung des Diphosphatrestes am 

endständigen C-Atom eine positive Ladung trägt (Allyl-Kation). Daran greift die endständige 

Doppelbindung des Donormoleküls IPP an und knüpft eine neue C-C-Bindung, abschließend 

wird ein Proton abgespalten (MCGARVEY & CROTEAU 1995). 

Eine Farnesylpyrophosphatsynthase katalysiert die gleiche Reaktion, fügt aber dem 

entstandenen GPP durch Kopf-Schwanz-Addition (IPP: nukleophiler Kopf, GPP: elektrophiler 

Schwanz) ein weiteres IPP an und setzt Farnesylpyrophosphat frei (FPP, C15), das Substrat 

der Sesquiterpensynthasen. Durch eine analog ablaufende Reaktion wird von 

Geranylgernaylpyrophosphatsynthasen ein weiteres IPP mit FPP verknüpft und 

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP, C20) gebildet, das als Ausgangsprodukt für die Bildung 

von Diterpenen dient. Höhermolekulare Terpene entstehen durch die Verknüpfung der 

Prenyldiphosphate. So geht der Bildung von Triterpenen die Verknüpfung zweier FPP 

Moleküle (Schwanz-Schanz-Addition) zum Squalen (C30) voraus. Analog dazu werden zwei 

Moleküle GGPP zu Phytoen (C40) verknüpft (CHAPPELL 1995; HELDT 2003).  
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1.2 Terpensynthasen, die Schlüsselenzyme der Terpenbiosynthese 

Die durch die Prenyltransferasen gebildeten azyklischen Prenyldiphosphate sind die direkten 

Vorstufen der Terpene, deren Bildung im sich anschließenden Biosyntheseschritt durch 

Terpensynthasen katalysiert wird. Meist sind es zyklische Produkte, die von den Synthasen 

gebildet werden, weshalb diese Enzyme auch als Terpenzyklasen bezeichnet werden. 

Daneben werden vereinzelt auch azyklische Verbindungen synthetisiert. Der 

Reaktionsmechanismus der Terpensynthasen ist ähnlich den Prenyltransferasen, allerdings 

kommt es hier zu einer intramolekularen Prenylierung, die oft auch mit der Isomerisierung 

des Moleküls verbunden ist. Dieser homologe Reaktionsmechanismus ist auf evolutive 

Verwandtschaft der Prenyltransferasen und Terpensynthasen zurückzuführen (TRAPP & 

CROTEAU 2001; CHRISTIANSON 2007). Sehr häufig sind Terpensynthasen Multiprodukt-

Enzyme mit einem mengenmäßig dominierenden Hauptprodukt.  

Da die Terpensynthasen die ersten Kohlenstoffgrundgerüste im jeweiligen 

Terpenbiosyntheseweg bilden, werden sie als Schlüsselenzyme der Terpenbiosynthese 

bezeichnet. Von diesen Grundgerüsten ausgehend werden durch sekundäre Modifikationen 

wie Hydridverschiebungen, Umlagerungen von Doppelbindungen oder Deprotonierungen 

zahlreiche weitere Moleküle enzymatisch synthetisiert. Viele Verbindungen tragen nicht nur 

einen zyklischen Ring, sondern besitzen mehrere Ringsysteme, was die Variabilität und 

Funktion der Moleküle weiter steigert.  

Inzwischen sind einige Terpensynthasen aus Pflanzen isoliert, heterolog exprimiert und 

funktionell charakterisiert worden. Sie besitzen im Allgemeinen eine Größe zwischen 50 und 

100 kD (BOHLMANN et al. 1998) und liegen meist als Monomer vor (ALONSO et al. 1992; 

PICHERSKY et al. 1995). Wesentlich seltener sind Homodimere zu finden (WISE et al. 1998; 

WHITTINGTON et al. 2002). Monoterpen-, Di- und Tetraterpensynthasen besitzen ein N-

terminales Transitpeptid von ca. 50-70 Aminosäuren Länge zur Translokation vom 

Cytoplasma in die Plastiden und sind deshalb größer als Sesqui- und Triterpensynthasen 

(TURNER et al. 1999). Nach der Translokation und der einhergehenden Prozessierung des 

Präproteins liegt ihre Größe aber im Varianzbereich der cytoplasmatisch lokalisierten 

Terpensynthasen.  

Die bisher bekannten Terpensynthasen sind sehr ähnlich bezüglich der physikalischen und 

chemischen Eigenschaften und alle benötigen divalente Metallionen als Cofaktoren (Mg2+ 

oder Mn2+, seltener Fe2+; BOHLMANN et al. 1998). Das pH Optimum liegt im allgemeinen bei 

circa pH 7,0. Alle bekannten Terpensynthasen zeigen ein hochkonserviertes DDxxD-Motiv in 

ihrer Aminosäuresequenz (D: Asparaginsäure, x: variable Aminosäuren). Die 

Röntgenstrukturanalyse der 5-epi-Aristolochensynthase (TEAS), einer Sesquiterpensynthase 

aus Nicotiana tabacum (STARKS et al. 1997) und zweier Monoterpensynthasen aus Salvia 

officinalis (WHITTINGTON et al. 2002) und Mentha spicata (HYATT et al. 2007) unter 
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Cokristallisation mit nicht hydrolysierbaren, synthetischen Substratanaloga zeigte eine 

essenzielle Funktion der Asparaginsäurereste bei der Bindung der divalenten Cofaktoren. 

Diese dienen wiederum der Bindung des Diphosphatrestes der Prenyldiphosphate und der 

Positionierung des Substrates im Reaktionszentrum (CANE et al. 1996; STARKS et al. 1997). 

Auch die Prenyltransferasen tragen dieses Aminosäuremotiv, das dort dieselbe Funktion 

erfüllt (DAVIS & CROTEAU 2000). Ein weiteres hochkonserviertes und bei fast allen 

Terpensynthasen gefundenes RxR-Motiv (R: Arginin, x: variable Aminosäure) liegt 35 

Aminosäuren stromaufwärts des DDxxD-Motives. Diese Argininreste sind ebenfalls an der 

Substratbindung und Katalyse beteiligt (THOLL et al. 2005).  

 

1.3 Sesquiterpene  

1.3.1 Vorkommen und Funktion 

Sesquiterpene sind im Pflanzenreich sehr weit verbreitet. Sie finden sich unter anderem in 

Cyperaceen, Piperaceen, Solanaceen, Cannabaceen und auch in zahlreichen 

Gymnospermen. Ihre größte Verbreitung haben sie jedoch innerhalb der Asteraceen. 

Insgesamt wurden bis heute weit mehr als 8000 verschiedene Verbindungen isoliert und 

beschrieben (CONNOLLY & HILL 1991, BREITMAIER 2002). Es finden sich hierunter zahlreiche 

ungesättigte Kohlenwasserstoffe, die oftmals volatile Komponenten darstellen. Daneben 

kommen durch sekundäre Modifikationen gebildete Sesquiterpene als Alkohole, Ketone, 

Aldehyde, Carbonsäuren und Lactone vor. Neben wenigen azyklischen Verbindungen 

werden von den Sesquiterpensynthasen meist Produkte mit mono- bis tetrazyklischen 

Grundgerüsten gebildet. Für eine Reihe von Verbindungen sind unterschiedliche biologische 

Aktivitäten belegt. So spielen sie vielfältige Rollen in der Pflanze-Insekt oder Pflanze-

Herbivor (KESSLER & BALDWIN 2001; CHEN et al. 2003; KANT et al. 2004; ARIMURA et al. 

2005; KAPPERS et al. 2005; SCHNEE et al. 2006), Pflanze-Pathogen (GUIDES et al. 1982; 

FUCHS et al. 1983; VÖGELI et al. 1990; DEY & HARBORNE 1991; NUGROHO et al. 2002) und 

Pflanze-Pflanze Interaktion (MACIAS et al. 1996; ORMENO et al. 2004; ENGELBERTH et al. 

2004). Der Mehrzahl der Sesquiterpene ist bis heute aber keine definierte Aufgabe für die 

produzierende Pflanze zugeordnet worden. Anhand der erwähnten Beispiele ist aber davon 

auszugehen, dass die von den Pflanzen produzierten Verbindungen und deren Gemische 

allesamt hoch spezialisierte Aufgaben erfüllen. 

Für den Menschen interessant sind Sesquiterpene unter anderem als Aromastoffe. Die 

azyklischen Farnesene sind eine allseits bekannte Duftkomponente in Äpfeln, Birnen und 

anderen Früchten (HUELLIN & MURRAY 1966; MATICH et al. 1996) und kommen auch in 

zahlreichen ätherischen Ölen, wie beispielsweise dem Kamillenöl vor (PIRZAD et al. 2006). 

Genauso sind erhebliche Anteile der aromatischen Gerüche von Sellerie- oder Hopfenöl und 
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unzähligen weiteren ätherischen Ölen auf Sesquiterpene zurückzuführen, die dort oft in 

Kombination mit Monoterpenen auftreten. Medizinisch interessant sind unter den 

Sesquiterpenen beispielsweise die Valerenane aus Valeriana officinalis (HOUGHTON 1988; 

LETCHAMO et al. 2004). 

1.3.2 Biosynthese der Sesquiterpene durch Sesquiterpensynthasen 

Sesquiterpensynthasen katalysieren die Umwandlung von FPP zu Sesquiterpenen (Abb. 

1.3). Intermediär wird hier analog zu der Reaktion der Prenyltransferasen ein hochreaktives 

Karbokation gebildet. Dieses bildet allerdings nicht den Ausgangspunkt für die Reaktion, 

sondern dient der intramolekularen Zyklisierung. Der elektrophile Angriff des Karbokations 

auf die zwei im Molekül vorhandenen Doppelbindungen kann bereits während der primären 

Zyklisierung zur Bildung von sechs verschiedenen Grundgerüsten führen (Abb. 1.6). Im 

einfachsten Fall kommt es zur 1,10- oder 1,11 Zyklisierung. Durch Isomerisierung des 

Farnesylkations über Nerolidyldiphosphat als Intermediat, werden weitere Zyklisierungen 

ermöglicht (CANE 1990, STEELE et al. 1998; BENDICT et al. 2001). Die Dephosphorylierung 

des FPP geschieht hierbei unter Beteiligung des an das „DDxxD“-Motiv gebundenen 

divalenten Metallkations, im Falle von Sesquiterpensynthasen meist Mg2+ (DAVIS & CROTEAU 

2000). Anschließend führen Hydridverschiebungen, Deprotonierungen oder die Substitution 
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Abb. 1.3 Bildung der verschiedenen Sesquiterpen-Grundgerüste aus dem Substrat 
Farnesyldiphosphat. Dargestellt sind die primären Zyklisierungsvarianten des Farnesylkations 
(nach CANE 1999; DAVIS & CROTEAU 2000). 
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von Seitenketten zur Bildung der spezifischen Sesquiterpene. In dieser Variabilität der 

Modifikationen des Grundgerüstes liegt auch die Basis der Vielzahl verschiedener 

Sesquiterpene mit den unterschiedlichsten Eigenschaften. Mit allein 200 verschiedenen 

Grundgerüsten bilden die Sesquiterpene die größte Gruppe an Isoprenoiden (BHAT et al. 

2005; NUHN 2006).  

Aus Asteraceen sind inzwischen mehrere Sesquiterpensynthasen kloniert, exprimiert und 

charakterisiert worden. Es handelt sich dabei um Germacren A-Synthasen aus Lactuca 

sativa, Cichorium intybus, Ixeris dentata und Artemisia annua (BENNETT et al. 2002; 

BOUWMEESTER et al. 2002; KIM et al. 2005; BERTEA et al. 2006) sowie Germacren D-

Synthasen aus Solidago canadensis (PROSSER et al. 2004). Daneben wurden eine β-

Caryophyllene-Synthase, eine epi-Cedrol-Synthase und eine Amorpha-4,11-dien-Synthase 

aus A. annua beschrieben (MERCKE et al. 1999; WALLAART et al. 2001, CAI et al. 2002). Das 

große Interesse an Germacren A-Synthasen der vergangenen Jahre beruht darauf, dass es 

sich bei dieser Verbindung um das erste zyklische Produkt der Biosynthese von 

Sesquiterpenlactonen handelt. Besonderes Interesse galt dabei der Bildung von Artemisinin 

aus Artemisia annua, einem Sesquiterpenlacton mit einer Endoperoxidbrücke, das bei der 

Behandlung multiresistenter Infektionen mit Plasmodium falciparum, dem Erreger der 

Malaria tropica eingesetzt wird (KLAYMAN 1985). 

1.3.3 Sesquiterpenlactone 

Während Sesquiterpenkohlenwasserstoffe generell im Pflanzenreich weit verbreitet sind, 

stellen Sesquiterpenlactone (STL) die typischen Inhaltsstoffe der Asteraceen dar und 

kommen außerhalb dieser Familie gehäuft nur noch vereinzelt in Magnolidaceen und 

Apiaceen vor (PICMAN 1982). Durch ihr spezifisches Vorkommen in Asteraceen sind sie von 

hohem chemotaxonomischen Wert (SEAMAN 1982; SPRING et al. 1985; BUSCHMANN & 

SPRING 1993; SPRING et al. 1999, SPRING 2000; DA COSTA et al. 2005).  

Sehr viele STL enthalten einen α-Methylen-γ-butyrolacton-Ring, der vom Isopropylrest 

ausgehend gebildet wird. Durch diese sekundäre Modifikation verlieren die STL den 

flüchtigen Charakter der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe.  

Für die Pflanzen spielen die STL eine wichtige Rolle als Fraßschutz durch ihren bitteren 

Geschmack (MULLIN et al. 1991; MORI & MATSUSHIMA 1995; KNIGHT 1995). Daneben sind 

antimikrobielle und zytotoxische Eigenschaften nachgewiesen (SPRING et al. 1982; ZHENG 

1994; GÖREN et al. 1996; SCHMIDT et al. 1999; ALJANCIC et al. 1999).  

Die chemische Grundlage vieler dieser Wirkungen ist die Exomethylengruppe an C11 in 

Verbindung mit dem Lactonring (HEHNER et al. 1999). Die biologische Wirkung liegt in der 

Reaktion dieser Gruppe mit Nucleophilen. Über den Thiolrest des Cysteins erfolgt dadurch 

die kovalente Bindung an Proteine (KUPCHAN et al. 1971; RODRIGUES et al. 1976; GARCÍA-

PIÑERES et al. 2001; SCHMIDT & HEILMANN 2002). Diese STL-Protein-Interkation ist häufig die 
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Grundlage der pharmakologischen Bedeutung der STL. Die beschriebenen Wirkungen 

reichen von antitumoralen Eigenschaften (LEE et al. 1977; WEN et al. 2002; WON et al. 2004) 

über antimikrobielle (FISCHER et al. 1998; CANTRELL et al. 1999; KONSTANTINOPOULOU et al. 

2003) bis hin zu entzündungshemmenden Wirkungen, wie der Hemmung des 

Transkriptionsfaktors NF-ĸB (HEHNER et al. 1998, 1999; RÜNGELER et al. 1999). Auf die 

Hemmung von NF-ĸB durch STL ist auch die entzündungshemmende Wirkung traditionell 

medizinisch verwendeter Pflanzen wie Arnica montana (KLAAS et al. 2002) oder Tanacetum 

parthenium (LYSS et al. 1997) zurückzuführen. Daneben sind STL oft an der Ausbildung von 

Kontaktallergien beteiligt (HAUSEN et al. 1975; WARSHAW & ZUG 1996). Diese sind zahlreich 

für Asteraceen beschrieben, so etwa für Taraxacum officinale (LOVELL & ROWAN 1991), 

Lactuca sativa, Matricaria recutita (VAN KETEL 1987) und Helianthus annuus (HAUSEN & 

SPRING 1989). 

1.3.3.1 Biosynthese des Sesquiterpenlacton-Grundgerüstes 

Die bei weitem größte Gruppe von STL gehört zu den Germacranoliden, die aus einer 1,10 

Zyklisierung des Farnesyl-Kations (Abb. 1.3) über die Zwischenstufe des E,E-

Germacradienylkations gebildet werden. Ausgehend von diesem Grundgerüst entstehen 

weitere STL-Klassen (FISCHER 1990). Das einfachste STL mit Germacranolid-Grundgerüst 

ist das Costunolid, eine bekannte STL-Komponente in der volksmedizinisch genutzten 

Wurzel von Saussurea lappa (ARORA & BHOJWANI 1989; AHMAD & BEG 2001). Das 

Costunolid wird allgemein als ein gemeinsames Intermediat aller vom Germacranolid-

Grundgerüst abgeleiteten STL angesehen (GEISSMAN 1973; SEAMAN 1982; FARALDOS et al. 

2007). 

Der erste Schritt im Biosyntheseweg der STL besteht in der Zyklisierung des 

Farnesylpyrophosphats durch eine Sesquiterpensynthase (Abb. 1.4). Für Cichorium intybus 

wird Germacren A als erstes zyklisches Intermediat für die dort vorkommenden 

Germacranolid-, Eudesmanolid- und Guaianolid-STL angenommen (DE KRAKER et al. 2001a, 

2002). Germacren A nimmt somit eine Schlüsselposition in der Biosynthese verschiedener 

STL-Grundgerüste ein (GEISSMANN 1973; SEAMAN 1982; SONG & BRASH 1995; DE KRAKER et 

al. 2002). Der auf die Zyklisierung von FPP durch Germacren A-Synthasen folgende 

Biosyntheseschritt besteht in der Bildung von Germacren A-Carboxylsäure. Dieser bis dahin 

nur hypothetisch angenommene Biosyntheseschritt wurde anhand von 

Wurzelproteinextrakten aus C. intybus untersucht (DE KRAKER et al. 2001a). Er ist zwingend 

notwendig für den darauf folgenden Ringschluss zwischen C6 und der Hydroxylgruppe an C13 

zum Lactonring durch die Bildung eines inneren Esters (DE KRAKER et al. 2002). Als 

Intermediate konnten Germacren A-Alkohol und Germacren A-Aldehyd nachgewiesen 

werden, bevor es zur Bildung von Germacren A-Carboxylsäure kommt. In den Studien von 

DE KRAKER et al. (2001a) wurde gezeigt, dass die Umwandlung von Germacren A zu seinem 
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Alkohol (Germacra-1(10),4,11(13)-trien-12-ol) durch die Hydroxylase-Aktivität eines 

membrangebundenen Cytochrom P450 Enzyms katalysiert wird. Die Oxidation von 

Germacren A-Alkohol zu Germacren A-Carboxylsäure (Germacra-1(10),4,11(13)-trien-12-

oat) über die Zwischenstufe Germacren A-Aldehyd (Germacra-1(10),4,11(13)-trien-12-al) 

wurde ein oder zwei NADP+ abhängigen, wasserlöslichen Dehydrogenasen zugeschrieben.  

Der weitere Biosyntheseschritt des Costunolids aus der Germacren A-Carboxylsäure wird 

ebenfalls durch ein Cytochrom P450 Enzym katalysiert. Dabei wird eine Hydroxylierung von 

C6 angenommen, durch die es zum Ringschluss mit der Carboxylgruppe an C12 kommt. 

Dieser Schritt wurde ebenfalls nur in einem Proteinextrakt aus Wurzeln von C. intybus 

nachgewiesen und bisher noch nicht weiter enzymatisch aufgeklärt (DE KRAKER et al. 2002). 

 
 

1.3.3.2 Sesquiterpenlactone der Sonnenblume H. annuus und des Kultivars HA300 

Die in Nordamerika und Mexiko beheimatete Gattung Helianthus (Asteraceae) umfasst 52 

einjährige und ausdauernde Arten (SCHILLING 2006). Die bekanntesten sind Topinambur (H. 

tuberosus) und die kommerziell zur Ölgewinnung genutzte Sonnenblume H. annuus L. . 

In H. annuus kommen vor allem Heliangolid- und Germacranolid-Sesquiterpenlactone vor 

(SPRING et al. 1987; SPRING et al. 1989; SPRING & SCHILLING 1989), die in Drüsenhaaren auf 

den Blattunterseiten (SPRING & BIENERT 1987) und auf den Antherenspitzen (GÖPFERT 2003) 

lokalisiert sind. Sie besitzen ebenfalls biologische Aktivität (SPRING & HAGER 1982, SPRING et 

al. 1982; MACIAS et al. 2002, 2006). 

Das in dieser Arbeit verwendete H. annuus-Kultivar HA300 ist bezüglich seines STL-Musters 

sehr gut untersucht. Die STL-Hauptkomponenten (HEIL & SPRING 1999) bestehen aus 4 

Verbindungen mit Germacranolid-Grundstruktur und 2 Verbindungen, die ein Heliangolid-
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Abb. 1.4 Biosyntheseschritte der Bildung der STL-Grundgerüste aus FPP (nach DE KRAKER et al. 

1998, 2001a,b, 2002). 
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Grundgerüst aufweisen (Abb. 1.5). Als Substituenten an C9 kommen Angelat- und 

Methylbutyratseitenketten vor. Insbesondere die Sesquiterpenlactone des Germacranolid-

typs mit Angelatseitenkette zeigten eine starke Abwehrfunktion gegen Diabrotica virgifera, 

den Westlichen Maiswurzelbohrer (MULLIN et al. 1991, CHOU & MULLIN 1993). Die Larven 

dieses Blattkäfers befallen vorwiegend Maiswurzeln, während die Käfer neben Maispflanzen 

auch die Pollen anderer Pflanzenarten wie H. annuus fressen (CABRERA WALSH 2003).  

Neben den STL, die Unterschiede im Substitionsmuster von C9 aufwiesen, konnten von 

einigen Verbindungen sowohl die Enol- wie auch die Keto-Isomere nachgewiesen werden 

(HEIL & SPRING 1999, GÖPFERT 2003).  

1.4 Glanduläre Trichome 

Trichome sind über das Abschlussgewebe hinausragende epidermale Fortsätze, welche die 

Funktion der Epidermis beträchtlich erweitern. Die Bildung der Trichome geht von einer 

protodermalen Initialzelle aus, die sich über die Blattoberfläche nach außen stülpt und durch 

antikline und perikline Zellteilungen ein mehrzelliges Trichom bildet. Auf pflanzlichen 

Oberflächen kommen zahlreiche verschiedene Trichomtypen (PAYNE 1978) mit vielfältigen 

Funktionen vor, sie dienen zum Beispiel dem Schutz vor UV-Strahlung und Verdunstung, der 

Abwehr von Herbivoren oder als Kletterhilfe (SITTE et al. 2002). Neben diesen 

Pflanzenhaaren ohne sekretorische Funktionen kommen auch biosynthetisch aktive Haare 

vor, die in den vielzelligen Stielzellen biologisch aktive Verbindungen produzieren und am 

apikalen Ende oft in einer Cuticularblase speichern. Die Entwicklung dieser glandulären 

Trichome wird in eine präsekretorische, eine sekretorische und eine postsekretorische Phase 
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Abb. 1.5 Chemische Strukturen der sechs STL-Hauptkomponenten aus Drüsenhaaren von H. 
annuus HA300. (1) 15-hydroxy-3-dehydrodesoxyfruticin; (2) Niveusin B; (3) 4,5-dihydro-Niveusin A 
(Ketoform); (4) 4,5-dihydro-Niveusin A (Enolform); (5) 4,5-dihydro-Niveusin A-methylbutyrat (Enolform); 
(6) Haageanolid; Ang = Angelat; MeBu = Methylbutyrat. 
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eingeteilt (ASCENSAO & PAIS 1998). Typischerweise ist ein Drüsenhaar aus einem ein- bis 

mehrzelligen Stiel und einem ebenso ein- bis mehrzelligen Kopf aufgebaut. Die Sekretion der 

Verbindungen geschieht von den apikalen Zellen ausgehend in den extrazellulären Raum 

zwischen Zellwand und Cuticula. Mit fortschreitender Inhaltstoffbildung trennt sich die 

Cuticula zunehmend von der Zellwand ab und der subcuticuläre Raum vergrößert sich. In 

den Drüsenhaaren ist das Ende der Sekretion meist mit der Seneszenz der basalen Zellen 

verbunden (ASCENSAO & PAIS 1998; GÖPFERT 2003). Die gebildeten Inhaltsstoffe werden 

durch Alterungsprozesse oder Verletzungen aus den Cuticularblasen freigesetzt. 

Glanduläre Trichome sind in zahlreichen Pflanzen auf die Biosynthese von 

Sekundärmetaboliten spezialisiert. So werden beispielsweise viele Monoterpene der 

Lamiaceen in diesem Drüsenhaartyp gebildet (GERSHENZON et al. 1992; MCCASKILL & 

CROTEAU 1995; ILJIMA et al. 2004; TURNER & CROTEAU 2004). Auch die Sesquiterpene 

werden oft in spezialisierten Sekretionszellen wie Drüsenhaaren, Harzkanälen oder Öldrüsen 

in Blättern und Blütenknospen oder Milchkanälen gebildet (BHAT et al. 2005). Bei Asteraceen 

finden sich Sesquiterpenlactone meist in glandulären Trichomen (SPRING et al. 1987, 1989, 

2001; BERTEA et al. 2006; LOMMEN et al. 2006; COVELLO et al. 2007) oder sind Bestandteile 

des Latex in Milchkanälen von Blättern und Wurzeln (SESSA et al. 2000; BUSHMAN et al. 

2006). Neben Terpenverbindungen werden von glandulären Trichomen auch Phenole, 

Polysaccharide, Lipide und Proteine in unterschiedlichen Zusammensetzungen sekretiert 

(WERKER & FAHN 1981; ASCENSAO & PAIS 1998; ASCENSAO et al. 1999; HEINRICH et al. 

2002). Viele der von Drüsenhaaren gebildeten Verbindungen weisen zytotoxische 

Eigenschaften auf, weshalb eine extrazelluläre Speicherung sinnvoll erscheint. Die Funktion 

der sekretierten Substanzen besteht im Schutz der Pflanze vor Fraßfeinden und 

Mikroorganismen (PICMAN 1986; KELSEY et al. 1984; LANGENHEIM 1994; DUKE et al. 2000; 

WAGNER et al. 2004). 

1.4.1 Biosynthese von Sesquiterpenlactonen in den Drüsenhaaren der 

Sonnenblume 

Auf den Blättern der Sonnenblume H. annuus treten zwei verschiedene Typen von 

Drüsenhaaren auf, mehrzellige glanduläre Trichome und lineare Trichome, die keine 

Cuticularblasen ausbilden und ihre Inhaltsstoffe in bräunlich gefärbten apikalen Zellen 

speichern (SPRING et al. 1992). Während in den glandulären Trichomen Sesquiterpenlactone 

in die Cuticularblasen sekretiert werden, finden sich in den linearen Drüsenhaaren 

Sesquiterpene. Im Gegensatz zu Lamiaceen (GERSHENZON et al. 1992; MCCASKILL & 

CROTEAU 1995; ASCENSAO & PAIS 1998; TURNER et al. 1999, GERSHENZON et al. 2000) ist die 

Bildung der Inhaltsstoffe und die Sekretion in den glandulären Trichomen der Asteraceen nur 

sehr wenig untersucht. Dies ist auf die abgeschlossene Entwicklung der Trichome in sehr 
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frühen Entwicklungsstadien der Blätter zurückzuführen (SPRING & BIENERT 1987), die eine 

Isolation von Drüsenhaaren im sekretorisch aktiven Stadium durch etablierte Methoden 

(GERSHENZON et al. 1987; YERGER et al. 1992) bisher nicht zuließen. Im Gegensatz zu den 

Asteraceen besitzen Drüsenhaare auf ausdifferenzierten Blättern der Lamiaceen noch 

biosynthetische Aktivität (MCCONKEY et al. 2000; TURNER et al. 2000). Die Zunahme des 

Gehaltes an STL bei H. annuus findet dagegen nur während der ersten 8 bis 10 Tage der 

Blattentwicklung statt (SPRING et al. 1985). Die Quantität der gebildeten Verbindungen ist 

außerdem von den Lichtbedingungen während der Trichomentwicklung abhängig (SPRING et 

al. 1986). 

Bei vielen Asteraceen finden sich Trichome nicht nur auf den Blättern, sondern auch in den 

Spitzen der Antheren. Durch die Größe der Einzelblüten von H. annuus eignen sich diese 

besonders für die Untersuchung der in den Antherenspitzen auftretenden Trichome (Abb. 

1.6a). Diese besitzen den typisch mehrzelligen Aufbau der Drüsenhaare von Asteraceen 

(Abb. 1.6b). Im fluoreszenzmikroskopischen Bild zeigt sich innerhalb der sekretierten 

Substanzen eine starke blaue Fluoreszenz (Abb. 1.6c), die rot gefärbten Bereiche in den 

Stielzellen sind auf Chlorophyllfluoreszenz zurückzuführen. Die Entwicklung dieser Trichome 

geht einher mit der von innen nach außen fortschreitenden ontogenetischen Entwicklung der 

Röhrenblüten in den Blütenköpfen. Dies bietet die Möglichkeit, die Entwicklung von 

Trichomen der Asteraceen in allen Stadien zu erfassen und gezielt zu untersuchen. Die 

Ausprägung morphologischer Merkmale der Röhrenblüten und der Pollen lässt sich exakt mit 

der Entwicklung der Trichome in den Antherenspitzen korrelieren (HEIL & SPRING 1999; 

GÖPFERT 2003). Durch eine mikropräparative Technik ist es möglich die Trichome einzeln 

aus den Antherenspitzen in definierten Entwicklungsstadien zu entnehmen und durch 

quantitative Analysen die Zunahme des STL-Gehaltes während der Trichomentwicklung von 

der prä- bis zur postsekretorischen Phase darzustellen. Zusätzlich bietet das System den 

Abb. 1.6 Trichome von Hannuus HA300. (a) Rasterelektronen-
mikroskopisches Bild der Antherenspitzen von H. annuus HA300 mit 
Akkumulation von glandulären Trichomen (Pfeilspitzen), Balken = 200 µm. (b) 
Mikroskopisches Bild eines glanduläres Trichom von H. annuus HA300. (c) 
Fluoreszenzmikroskopisches Bild desselben Trichoms. Balken = 20 µm (aus 
GÖPFERT 2003). 

a b c 
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Vorteil, in einem Blütenstand fast alle Trichomentwicklungsstadien gleichzeitig vorliegen zu 

haben (HEIL & SPRING 1999; GÖPFERT 2003).  

 

1.5 Ziel dieser Arbeit 

Die Biosynthese von STL stellt auf Grund der interessanten biologischen Aktivitäten und 

deren möglicher pharmakologischer Nutzung seit einigen Jahren eines der kompetitivsten 

Forschungsgebiete pflanzlicher Naturstoffe dar. Trotz erheblicher Fortschritte in der 

Identifizierung von ersten Schlüsselenzymen der STL-Biosynthese in Lactuca sativa oder 

Cichorium intybus sind zahlreiche Schritte, die zur Modifikation und Derivatisierung der 

Grundstrukturen und damit zur funktionellen Spezialisierung der Naturstoffe dienen, unklar. 

Dies schließt insbesondere auch die zelluläre und histologische Lokalisierung des 

Syntheseweges ein. Trichome aus den Antherenspitzen der Sonnenblume erwiesen sich in 

vorausgehenden Arbeiten als außerordentlich gut geeignet, um solche Fragen zu klären. 

Da bisher der Verlauf der Biosynthese in Asteraceen-Trichomen nur anhand der 

Produktakkumulation in Cuticularblasen gemessen wurde, sollte als erstes Ziel dieser Arbeit 

die Aktivität von Schlüsselenzymen der STL-Bildung direkt in den Trichomen nachgewiesen 

werden. Da keine Sequenzdaten zu Sesquiterpensynthasen der Sonnenblume vorhanden 

waren, sollte versucht werden mit Hilfe konservierter Bereiche aus bekannten Enzymen 

anderer Asteraceen Primer zu konstruieren, die den Nachweis solcher Synthasen in mRNA-

Präparationen aus Sonnenblumentrichomen erlauben. Diese Synthasen sollten dann 

sequenziert und charakterisiert werden. Anhand dieser Sequenzen sollte anschließend durch 

semiquantitative RT-PCR die Expression dieser Enzyme in verschiedenen 

Entwicklungsphasen der Trichome nachgewiesen und in anderen Gewebeteilen der 

Sonnenblume überprüft werden. Hierbei sollte das Hauptaugenmerk auf Germacren A-

Synthasen, als Schlüsselenzyme der Sesquiterpenlactonbiosynthese, gerichtet werden. 

Um die katalytische Funktion der identifizierten Enzyme zu bestimmen, war eine heterologe 

Expression der Synthasen und deren funktionelle Charakterisierung durch Enzym-Substrat-

Versuche vorgesehen. Durch die heterologe Expression sollte zusätzlich genügend 

rekombinantes Protein hergestellt werden, um Antikörper gegen diese Enzyme produzieren 

zu können. 

Nach einer funktionellen Charakterisierung von Terpensynthasen sollte die Möglichkeit zur 

Identifizierung weiterer, an der Sesquiterpenlactonbildung beteiligter Enzyme aus den 

Trichomen der Sonnenblume überprüft und gegebenenfalls deren funktionelle 

Charakterisierung durchgeführt werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Pflanzenmaterial 

2.1.1 Helianthus annuus HA300 

Für die Arbeiten mit der Sonnenblume wurde das Kultivar Helianthus annuus L. HA300 

(Asteraceae) verwendet (Ausnahme s. 2.1.2). Die Samen wurden von V. Hahn, 

Landessaatzuchtanstalt an der Universität Hohenheim, bezogen und in 8 cm Töpfen in 

Einheitserde herangezogen. Nach 10-14 Tagen wurden die Sonnenblumen in größere Töpfe 

(18 x 18 x 16 cm B/T/H) umgetopft. Die Kultur der Pflanzen erfolgte im Gewächshaus bei 

einer täglichen Beleuchtungsdauer (HQI-Lampen) von 18 Stunden. Einmal wöchentlich 

erfolgte eine NPK-Düngergabe, gewässert wurde täglich. Bei Bedarf wurden die Pflanzen mit 

Neem Azal T/S (Trifolio-M GmbH, Lahnau) gegen Schädlinge behandelt. Das 

Pflanzenmaterial für die Experimente wurde jeweils frisch geerntet und sofort verarbeitet. Für 

die Isolation von RNA aus jungen Blättern wurden ca. 3-4 cm lange Blätter verwendet. Zur 

RNA-Extraktion aus alten Blättern wurden vollständig entwickelte Blätter benutzt, bei 

Wurzeln als Ausgangsmaterial wurden Pflanzen aus den Kulturgefäßen entnommen, die 

Erde möglichst vollständig abgespült und eine Mischung verschieden alter Wurzelteile 

verwendet.  

2.1.2 Helianthus annuus L. Wildtyp 

Für die Extraktion genomischer DNA des Wildtyps von Helianthus annuus wurde auf 

Herbarmaterial von O. Spring, Universität Hohenheim, zurückgegriffen. Da keine 

keimfähigen Samen zur Verfügung standen, wurde genomische DNA aus Achänen isoliert 

(Beleg: OS #266, gesammelt 1988 in Apache County, Arizona, USA). Hierzu wurde 

Fruchtwandmaterial verwendet, das nach dem Öffnen der Samen mit einer Lanzette 

ausgekratzt wurde. 

2.1.3 Lactuca sativa   

Für die RNA-Extraktion aus Salat wurden Pflanzen von Lactuca sativa var. capitata L. 

(Asteraceae) verwendet. Die Pflanzen wurden unter Gewächshausbedingungen ohne 

zusätzliches Kunstlicht kultiviert, für die Extraktion von RNA wurden Stücke junger Blätter 

nicht blühender Pflanzen verwendet. 

2.2 Chemikalien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von 

den Firmen Carl Roth GmbH (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich Chemie GmbH (München) 
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bezogen. Es wurden Chemikalien der höchsten Reinheitsgrade (reinst oder pro analysi) 

benutzt. 

2.3 Isolation der fluoreszierenden Hauptkomponente in den 

Cuticularblasen der glandulären Trichome  

Drüsenhaare von H. annuus HA300 zeigten im Fluoreszenzmikroskop bei einer 

Anregungswellenlänge von 365 nm und einem Filter von 420 nm eine starke, blaue 

Fluoreszenz insbesondere innerhalb der sekretierten Substanzen in der Cuticularblase. 

2.3.1 Extraktion und Aufreinigung von 5-Deoxynevadensin 

Um diese fluoreszierenden Verbindungen extrahieren, aufreinigen und strukturell bestimmen 

zu können, wurden Drüsenhaare aus den Antherenspitzen verwendet. Von 20 Blütenköpfen 

wurde hierzu mit einer Rasierklinge das obere Drittel der Röhrenblüten abgeschnitten. Diese 

Blütenteile wurden zweimal für 10 min mit 100 % CH2Cl2 extrahiert. Die Extrakte wurden 

vereinigt, filtriert und im Rotationsverdampfer eingeengt. Anschließend wurde der Rückstand 

in CH2Cl2 aufgenommen und an 2 g Kieselgel (Merck KGaA, Darmstadt) gebunden. Das 

Silica-Gel wurde getrocknet, mit n-Hexan aufgeschlämmt und auf eine mit n-Hexan 

equilibrierte Kieselgelsäule (18 g Kieselgel) aufgebracht. Lipophile Verbindungen wurden 

durch Flash-Chromatographie mit n-Hexan eluiert. Anschließend wurden die Verbindungen 

mit einem Lösungsmittelgradienten von 100 % CHCl3 zu 100 % EtOAc und einem weiteren 

Gradienten hin zu 100 % MeOH fraktioniert. Fluoreszierende Verbindungen fanden sich 

unter UV365 im Eluat mit CHCl3-EtOAc (50:50 v/v). Diese Fraktion wurde eingeengt und 

mittels Dünnschichtchromatographie (DC) auf Kieselgel 60 F254 (Merck KGaA, Darmstadt) 

aufgetragen. Die Trennung erfolgte durch das Laufmittelgemisch Benzen/2-

Butanon/MeOH/H2O (55:22:20:3 v/v/v/v). Als Vergleichsproben wurden MeOH-Extrakte aus 

reinen Drüsenhaaren, Blättern und Röhrenblüten cochromatographiert, um 

trichomspezifische Banden zu identifizieren. Unter UV365 zeigte sich eine 

drüsenhaarspezifische fluoreszierende Bande mit einem Rf-Wert von 0,5. Diese wurde mit 

MeOH vom Kieselgel eluiert, aufkonzentriert und die extrahierte Hauptkomponente durch 

Hochdruck-Flüssigkeitschromatographie (HPLC) weiter aufgereinigt (Sykam GmbH, S-1000 

liquid chromatograph (Fürstenfeldbruck); Kromasil ODS (Alltech Grom GmbH, Rottenburg), 5 

µm, 5 x 250 mm; 50 % MeOH, 1,0 ml min-1; Detektion mittels SPD-M10Avp UV-vis-DAD 

(Shimadzu GmbH, Duisburg)). Die Absorptionsspektren wurden mit einem Dioden-Array-

Detektor (DAD) und der Software Class VP 7.0 (Shimadzu GmbH, Duisburg) aufgenommen.  



Material und Methoden  27 

     

2.3.2 Strukturidentifikation durch HRMS und NMR 

Die NMR-Experimente zur Strukturanalytik wurden von J. Conrad am Institut für Chemie der 

Universität Hohenheim auf einem Unity Inova Spektrometer (Varian GmbH, Darmstadt) mit 

500 MHz und einen PFGID Probenkopf durchgeführt. Für 2D-Experimente kamen Varian 

pulse sequences zum Einsatz. Über HMBC-Kopplungen konnten indirekt die 

Verschiebungen der 13C-Signale berechnet werden. 1H und 13C Verschiebungen wurden auf 

Signale von verbliebenem Lösungsmittel bei δH/C 7,27/77,0 (CDCl3) bezogen. HRMS-EI 

Daten wurden auf einem JMS-700 (Joel GmbH, Eching) von Iris Klaiber am Institut für 

Chemie der Universität Hohenheim erhoben. 

2.3.3 Bestimmung des Gehaltes an 7-hydroxy-6,8,4’-trimethoxyflavon 

pro Trichom 

Um den Gehalt des Flavonoids pro Trichom zu bestimmen, wurden zuvor quantifizierte 

Mengen der isolierten und aufgereinigten Verbindung durch HPLC (Bedingungen s. 2.3.1) 

aufgetrennt und eine Eichkurve erstellt. Zur Quantifizierung wurden mittels einer 

„Microsampling“ Methode (SPRING 1989) 4 x 200 Drüsenhaare aus Antherenspitzen isoliert, 

mit MeOH extrahiert und der komplette Extrakt durch HPLC-Analyse ausgewertet. 

 

2.4 Isolierung von Nukleinsäuren 

2.4.1 Isolierung von genomischer DNA 

Genomische DNA (gDNA) wurde mit Hilfe des GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kits 

(Sigma-Aldrich GmbH, München) nach Vorschrift des Herstellers isoliert. Für die Isolation 

von gDNA aus H. annuus HA300 wurden frische Blattproben verwendet. Für den Wildtyp von 

H. annuus wurde, wie unter 2.1.2 beschrieben, Achänenmaterial verwendet. 

2.4.2 Isolierung von Gesamt-RNA 

Für RNA-Isolationen wurden RNase-freie Reaktionsgefäße und Filterspitzen verwendet. 

Gesamt-RNA wurde für alle Versuche mit dem Aurum™ Total RNA Isolation Kit (Bio-Rad 

Laboratories GmbH, München) isoliert. 

Um RNA aus Drüsenhaaren zu gewinnen, wurden Trichome aus den Antherenspitzen der 

Röhrenblüten isoliert, da diese in genau definierten Entwicklungsstadien gewonnen werden 

konnten (GÖPFERT 2003). Für die Identifizierung von Sesquiterpensynthasen wurden 

Trichome gewählt, die sich in der biosynthetisch aktivsten Phase der 

Sesquiterpenlactonbildung befanden. Es wurden die Trichome aus 200 Blüten verwendet. 

Für die Darstellung der differenziellen Genaktivität im Laufe der Trichomentwicklung wurden 
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Trichome aus 8 unterschiedlich biosynthetisch aktiven Trichomstadien (1 präsekretorisches 

Stadium, 5 sekretorische und 2 postsekretorische Stadien) isoliert. Für diese Experimente 

wurde jeweils RNA aus den Trichomen von 50 Blüten extrahiert. Zur Isolation dieser 

Trichome aus den Antherenspitzen wurden die Blüten einzeln mit einer Pinzette aus dem 

Blütenkorb entnommen, auf doppelseitiges Klebeband aufgeklebt und mit einer 

Skalpellklinge geöffnet. Die Antherenröhren wurden ebenfalls der Länge nach aufgeschnitten 

und mit einer Pinzette herauspräpariert. Mit der Außenseite nach oben wurde die geöffnete 

Antherenröhre ausgebreitet auf einem Objektträger mit einen Stück Tesafilm fixiert. Die 

Isolation der Trichome geschah mit einer Lanzette, indem die Antherenspitze vorsichtig 

ausgeschabt wurde, ohne dabei weiteres Antherengewebe zu beschädigen (GÖPFERT 2003). 

Isolierte Trichome wurden sofort in 200 µl eiskalten Lysepuffer (enthielt 

Guanidinisothiocyanat zur Hemmung von RNasen) des RNA-Isolationskits in 2,0 ml 

Reaktionsgefäße überführt und darin aufbewahrt. Zum vollständigen Aufschluss der Zellen 

wurden 2 Keramikkugeln (2,8 mm, Precellys, Peqlab, Erlangen) in die Reaktionsgefäße 

gegeben und die Zellen in einer Schüttelmühle (MM300, Retsch GmbH, Hann) mit 11 Hz für 

90 s aufgeschlossen. Anschließend erfolgte die Zugabe von weiteren 500 µl Lysepuffer und 

14 µg PVPP. Die weiteren Aufreinigungsschritte wurden gemäß der Anleitung des 

Kitherstellers durchgeführt. 

Für die RNA-Isolation aus anderen pflanzlichen Gewebetypen wurde frisches Probenmaterial 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und mit Mörser und Pistill feinst zerrieben. Von dem 

pulverisierten Material wurden 30 mg in gefrorenem Zustand in ein 2,0 ml Reaktionsgefäß 

eingewogen. Sofort nach dem Auftauen erfolgte die Zugabe von 200 µl Lysepuffer aus dem 

RNA-Extraktionskit. Der vollständige Zellaufschluss erfolgte nach Zugabe von 2 

Keramikkugeln in der Schüttelmühle bei 11 Hz für 120 s. Die weitere Probenbehandlung 

erfolgte nach Vorschrift. Zur Elution der RNA wurde in allen Fällen 80 µl auf 80°C 

vorgewärmter Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,5) direkt auf die Membran des Spin-

Säulchens pipettiert. Die Elution erfolgte in einer Tischzentrifuge bei 11000xg für 2 min. Alle 

RNA Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -70°C aufbewahrt. 

2.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 

Für die Gewinnung von Plasmid-DNA aus E. coli wurden 4 ml einer Übernachtkultur benutzt. 

Die Isolation wurde mit dem GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas GmbH, St. Leon-

Rot) oder dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen GmbH, Hilden) jeweils gemäß der 

Herstellerangaben durchgeführt. 
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2.5 DNA-Techniken 

2.5.1 Oligonukleotide 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von den Firmen Sigma-Aldrich GmbH 

(München), Thermo-Electron GmbH (Ulm) oder IDT Inc. (Coralville, USA) bezogen. Von den 

gelieferten lyophilisierten Primern wurden 100 pmol µl-1 Stammlösungen mit ddH2O 

hergestellt. Die Stammlösungen wurden mit ddH2O auf 20 µM verdünnt. Von dieser 

verdünnten Primerlösung wurde 1 µl pro 25 µl PCR-Ansatz verwendet. In der Tabelle 2.1 

sind die in dieser Arbeit verwendeten Primer und ihre Sequenzen aufgeführt. Die Sequenzen 

sind nach dem gängigen IUPAC-IUB Code dargestellt. 
 

 

Name1 Sequenz 5’-3’ 2 Bemerkung 
CYP71AVSF2 CAGTTTACTGAGATTGTGAAGGAG  
CYP71AVSR2 GTTGCACGTTTGCTAGACC  
CYP71IRP CTTTGATTCGCTCTTTACCGTTC  
CYP71S-F2 (NotI) ACGTGCGGCCGCGAACATGGAAGTCTCCCTCACCACTTC 
CYP71S-R2 (SpeI) ACGTTGATCAACCTAGAATAGCAGCAGTAG  
HaCHS-F GTGTGCATACAATGCCCCGTC  
HaCHS-R CATAAACCGCTTGACCGAAGACC  
HaFPS-F ACTGCTTGTACGGCTTTGCTTG  
HaFPS-R TTTCTTGCATCTGCCCTTGGTTG  
HaGs1-3E-R GTGTATATAACATATCCACTTACACCAAG  
HaGs1-5E-F GAACACACCTTCCATCAAATAATT  
HaGs2-3E-R AAACACTAATAAGGATACCCACTAGTTAG  
HaGs2-5E-F GATAAGCCGCGTTCGTTG  
HaPAL-F CGGATTCTTCGAGTTACAG  
HaPAL-R CTTACGGTTGACTTCATGTTC  
HaRbcLSU-F GATTTGCGAATCCCGACTG  
HaRbcLSU-R CAGAGTATCAATAACCGCATG  
HaSS1EXP-F GACGACGACAAGATGGCAGCAATTGGAGC 
HaSS1EXP-R GAGGAGAAGCCCGGTTTACATGGGTGAAGAACCAAC 
HaSS2EXP-F GACGACGACAAGATGGCAACAACTGAAGC 
HaSS2EXP-R GAGGAGAAGCCCGGTTACATGGGGACTGGAAC 
HaTPS1-F2 (XhoI) ACGTCTCGAGAATGGCAGCAGTTGGAGCCAGTG 
HaTPS1-F3 (NotI) ACGTGCGGCCGCGAACATGGCAGCAGTTGGAGCCAGTG 
HaTPS1-R1 (NheI) ACGTGCTAGCTTACATGGGTGAAGAACCAACAAACAA 
HaTPS1-R2 (XhoI) TACGTCTCGAGTTACATGGGTGAAGAACCAACAAAC 
HaTPS1-R3 (NotI) ACGTGCGGCCGCTTACATGGGTGAAGAACCAACAAACAA 
HaTPS1-R4 (BglII) ACGTAGATCTTTACATGGGTGAAGAACCAACAAACAA 
HaTPS2-F2 (XhoI) ACGTCTCGAGAATGGCAACAACTGAAGCTAACA 
HaTPS2-R (NheI) ACGTGCTAGCTTACATGGGGACTGGAACACA  
HaTPS2Thio-F (BamHI) ACGTGGATCCAACATGAGCGATAAAATTATTCAC 
HaUbiq-F CAAAACCCTAACCGGAAAGA  
HaUbiq-R ACGAAGACGGAGGACGAG  
LeuGal10-F GGATATGTATATGGTGGTAATG  
LeuGal10-R GACAACCTTGATTGGAGAC  
LeuGal1-F2 GGATCCGTAATACGACTCACT  
LeuGal1-R2 CATGCGTACACGCGTCTGTAC  

LipB 
ACTAGGATCCAAGCTTGGAATTCGTACGTCTAGAGATATC 

3'-Ende blockiert mit Fluorescein, 5’-Ende phosphoryliert
LsGAS2-F (BamHI) ACGTGGATCCAACATGGCAGCAGTTGACACTAATG 
LsGAS2-R (NheI) ACGTGCTAGCTTACATGGATACAGAACCAAC  
LsGC-F (XbaI) ACGTTCTAGAGCATGGAAGTCTCCCTCAC  
LsGC-R (XbaI) ACGTTCTAGATCAGATCTTATCGTCGTC  

Tab. 2.1 Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Primer. 
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M13 GGAAACAGCTATGACCATG  
n1LipB GATATCTCTAGACGTACGAATTC  
RACE Adapter GACTCGAGTCGACATCGA  
STag CGAACGCCAGCACATGGACA  
STSdeg-F GAYGARAAYGGIAARTTYGA I=Inosin 
STSdeg-R CCRTAIGCRTCRAAIGTRTCRTC I=Inosin 
T7 GTAATACGACTCACTATAGG  
T7T GCTAGTTATTGCTCAGCG  
TPS1FL-F ATGGCAGCAAGTTGGAGCCAG  
TPS1FL-R TTACATGGGTGAAGAACCAACAAAC  
TPS1int-F TTGAGATTGAAAGGGGAAAAC  
TPS1int1-R GTCTCTTGAAACCTCATATCC  
TPS1int2-R TGCCAACAGAGTATCTAGGTTCA  
TPS1-1330N GAGTGTCTTTCCTGGGAAAG  
TPS1-3E CACGATTGAGATATTGTCCTAG  
TPS1-8-30 CCTTCCATCAAATAATTTTGAAG  
TPS1-G5 AGCATCTTCACTCACTATCTCAC  
TPS1-GD3 TGGTGCTAGATGACACATATGAC  
TPS2int-F CCAACTAAGAATAAGAGGAGAATC  
TPS2int-R GACTTCAGAGTAATACGGCTCC  
TPS216-34 TTGCACCAACTCCCATTC  
TPS2-3E AAACACTAATANGGATACCCACTAG  
TPS2-3R GGAGCCGTATTACTCTGAAGTC  
TPS2-3RK ATGGAGACATGCTAAAGAGGTGC  
TPS2-5RN GATTCTCCTCTTATTCTTAGTTGG  
UraGal1F TCGGTTTGTATTACTTCTTATTC  
VNdT18 TTTTTTTTTTTTTTTTTTVN  
VNdTRace GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTTVN 

 

 

2.5.2 Synthese von cDNA 

Für die Synthese von cDNA wurde das RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit 

(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) nach Herstellervorschrift verwendet. Als Primer für die 

Erststrangsynthese zur anschließenden PCR-Amplifikation diente ein VNdT18 Primer. Für 

Routine RT-PCR Experimente wurde 1 µl einer 100 pM Lösung dieses Primers für die 

reverse Transkription eingesetzt. 

2.5.3 PCR 

Alle PCR-Reaktionen wurden entweder in einem Mastercycler personal oder einem 

Mastercycler gradient (Eppendorf AG, Hamburg) durchgeführt. Für Routine-PCR Reaktionen 

wurde rekombinante Taq DNA-Polymerase (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) eingesetzt. Als 

Puffer wurde der beiliegende 10x Taq Ammoniumsulfat-Puffer genutzt. MgCl2 wurde in einer 

Endkonzentration von 12,5 µM eingesetzt, dNTPs (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) in einer 

Endkonzentration von 0,2 mM je Desoxyribonukleosidtriphosphat verwendet. Für die 

Amplifikation der DNA wurden 0,2 ml Reaktionsgefäße (Sarstedt AG, Nümbrecht) benutzt. 

 

 

1Bei Primern, mit denen durch die PCR Restriktionsschnittstellen in das PCR-Produkt eingefügt wurden, sind 
diese Restriktionsschnittstellen in Klammern angegeben. 2Restriktionsschnittstellen sind fett und kursiv 
dargestellt, Startcodons sind fett gedruckt. 
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2.5.3.1 Standard PCR-Programm 

Routine PCR-Reaktionen wurden in folgenden Versuchsansätzen durchgeführt: 

 

 

Komponente Volumen 

10x Taq-Puffer mit (NH4)2SO4 (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot)  2,5 µl 
dNTPs (2mM je dNTP) (Fermentas GmbH) 2,5 µl 
MgCl2(25 mM) (Fermentas GmbH) 2 µl 
forward Primer (20 pmol µl-1) 1 µl 
reverse Primer (20 pmol µl-1) 1 µl 
DNA/cDNA x µl 
TAQ DNA-Polymerase (1 U µl-1) (Fermentas GmbH) 1 µl 
ddH2O, DEPC behandelt add 25 µl 
Gesamtvolumen 25 µl 

 

Die Anlagerungstemperatur wurde den jeweiligen Schmelztemperaturen der Oligonukleotide 

angepasst. Es wurde eine Temperatur von 3 bis 5 °C unter der Schmelztemperatur der 

Primer gewählt. 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.3.2 PCR mit degenerierten Primern für Sesquiterpensynthasen 

Um erste Sequenzabschnitte von Sesquiterpensynthasen aus Trichom cDNA zu 

amplifizieren, wurden zunächst degenerierte Primer verwendet (BOUWMEESTER et al. 2002). 

Die PCR-Ansätze wurden wie in Tabelle 2.2 angegeben angesetzt. Je Primer (STSdeg-F, 

STSdeg-R) wurde in den PCR-Reaktionsansätzen 1 µl einer 100 pmol µl-1 Lösung 

verwendet. Als Matrize für die Amplifikation wurde cDNA eingesetzt, die aus RNA isolierter 

Trichome der Antherenspitzen von 200 Röhrenblüten synthetisiert wurde. 
 

 

 

 

 

 

 

Standard PCR-Programm Temperatur Zeit 

initiale Denaturierung der DNA-Matrize 94°C 2:00 min 
Denaturierung der DNA-Matrize 94°C 0:40 min 
Annealing der Primer an die Matrize 50-60°C 0:40 min 
Elongation (Synthese des Komplementärstranges) 72°C 1 min/kb* 
finale Elongation (Vervollständigung der DNA Synthese) 72°C 5 min/kb* 

 Temperatur Zeit 

initiale Denaturierung 94°C 2:00 min 
Denaturierung 94°C 0:40 min 
Annealing 52°C 0:40 min 
Elongation 72°C 1:20 min 
finale Elongation 72°C 5:00 min 

Tab. 2.2 Zusammensetzung des Reaktionsansatzes für eine Standard PCR-
Reaktion. 

Tab. 2.3 Standard PCR-Reaktionsbedingungen. 

35x 

Tab. 2.4 PCR-Reaktionsbedingungen für die Amplifikation von 
Sesquiterpensynthasen mit den Primern STSdeg-F und STSdeg-R. 

* je kb des erwarteten DNA-Amplifikationsproduktes 

30x 
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2.5.3.3 3’- und 5’-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 

Die ersten internen Sequenzabschnitte von HaGAS1 und HaCS wurden durch die 

Verwendung degenerierter Primer ermittelt (2.5.3.2), die fehlenden codierenden sowie nicht 

translatierten 3’- und 5’-Bereiche wurden durch RACE-PCR identifiziert. 

Die 3’-mRNA-Sequenzen der Sesquiterpensynthasen HaGAS1 und HaCS wurden durch 3’-

RACE Experimente ermittelt (SAMBROOK & RUSSELL 2001). Die Umschreibung der RNA in 

cDNA wurde wie unter 2.5.2 angegeben durchgeführt, mit dem Unterschied, dass anstelle 

des VNdT18 Primers 1 µl einer 100 pmolaren Lösung des 3’-RACE-Primers (VNdTRace) 

eingesetzt wurde. Um die kompletten 3’-Bereiche der mRNAs zu identifizieren, erfolgte 

anschließend eine Amplifikation der cDNA durch PCR mit einem zum 5’-Ende des 3’-RACE-

Primers komplementären Primer (RACE Adapter) und einem genspezifischem Primer 

(TPS1int-F für HaGAS1, TPS2int-F für HaCS). Die verwendeten PCR-Bedingungen sind in 

Tabelle 2.5 dargestellt und waren für beide Gene identisch. Die erhaltenen PCR-Produkte 

wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt, nach Analyse extrahiert und anschließend 

direkt sequenziert. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zur Sequenzidentifikation der codierenden, sowie nicht translatierten 5’-Bereiche der Gene 

HaGAS1 und HaCS wurde nach dem Umschreiben von Trichom-mRNA in cDNA (mit VNdT18 

Primer) ein einzelsträngiges DNA-Oligonukleotid (LipA) mittels T4 RNA-Ligase (Fermentas 

GmbH, St. Leon-Rot) an das 3’-Ende der cDNA angehängt. Vor der Ligation wurde die cDNA 

aufgereinigt (PCR Purification Kit, Eppendorf AG, Hamburg) um verbliebene VNdT18-

Primermoleküle zu entfernen. Zur Ligation wurde ein DNA-Oligonukleotid mit einem 

phosphorylierten 5’-Ende und einem durch ein angehängtes Fluorescein blockiertes 3’Ende 

eingesetzt. Die Ligationsreaktion wurde unter den in Tabelle 2.6 angegebenen 

Reaktionsbedingungen durchgeführt (modifiziert nach EDWARDS et al. 1991; TROUTT et al. 

1992). 

 

 

 

 

3’-RACE PCR für HaCS, HaGAS1 Temperatur Zeit 

initiale Denaturierung 94°C 5:00 min 
erstes Annealing 49°C 5:00 min 
erste Elongation 72°C 40:00 min 
Denaturierung 94°C 0:40 min 
Annealing 49°C 1:00 min 
Elongation 72°C 3:00 min 
finale Elongation 72°C 12:00 min 

30x 

Tab 2.5 3’-RACE-PCR Reaktionsbedingungen. 
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Bezeichnung/Herkunft Volumen/Menge 

10x T4 RNA Ligase Reaktionspuffer (Fermentas, St. Leon-Rot)  2 µl 
ATP (400 µM) (Fermentas, St. Leon-Rot) 1 µl  
PEG 6000 (Roth, Karlsruhe) 5 µg 
BSA (200 µg/ml) (Fermentas, St. Leon-Rot) 1 µl 
CoCl2 (20 mM) (Sigma, Taufkirchen) 1 µl 
cDNA 10 µl 
ddH2O 3 µl 
Primer: LiP B (500 nM) 1 µl 
T4 RNA Ligase 1 µl 
Gesamtvolumen 20 µl 

 

Zur Amplifikation des 5’-Bereiches von HaGAS1 und HaCS wurde in der nachfolgenden 

PCR-Reaktion ein genspezifischer vorwärts Primer verwendet (TPS1int2-R für HaGAS1 und 

TPS2int-R für HaCS), sowie ein auf das anligierte Oligonukleotid passender nested reverse 

Primer (n1LipB) eingesetzt. Die PCR-Bedingungen die zur Amplifikation der 5’-Enden von 

HaGAS1 und HACS führten sind in Tabelle 2.7 angegeben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das 3’-Ende von CYP71AVS war durch die in der Trichom-EST-Datenbank vorhandenen 

Sequenzdaten bekannt. Zur Identifikation des 5’-Endes von CYP71AVS wurde das 

SMART™ RACE cDNA Amplification Kit (Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, USA) 

eingesetzt. Als Ausgangsmaterial für die cDNA Synthese wurde Trichom Gesamt-RNA 

verwendet. Es wurde nach Vorschrift des Herstellers vorgegangen. Als genspezifischer 

Primer für die PCR-Reaktion wurde CYP71IRP eingesetzt. Zur PCR wurde das in der 

Anleitung beschriebene „Programm 2“ verwendet, entgegen der Vorschrift wurden 30 Zyklen 

durchgeführt, alle anderen Parameter wurden übernommen. Das erhaltene PCR-Fragment 

wurde nach UA-Klonierung sequenziert. 

2.5.4 Identifizierung von CYP71AVL aus Lactuca sativa 

Da CYP71AVS nicht die gewünschte Aktivität zeigte, wurde ein Gen mit hoher 

Sequenzähnlichkeit aus L. sativa isoliert. Zur Identifizierung der Nukleotidsequenz wurden 

tblastx-Suchen mit der codierenden Sequenz von CYP71AVS in „Genbank“ 

3’-RACE PCR für HACS, HaGAS1 Temperatur Zeit 

initiale Denaturierung 94°C 5:00 min 
Denaturierung 94°C 0:40 min 
Annealing 51°C/52°C* 1:00 min 
Elongation 72°C 1:20 min 
finale Elongation 72°C 10:00 min 

Tab. 2.6 Reaktionsbedingungen zur Ligation eines Oligoprimers an Einzelstrang-cDNA. 

35x 

*Die Annealingtemperatur betrug 52°C für die Amplifikation des 5’Endes von 
HaGAS1, bzw. 51°C für die Amplifikation des gleichen Genabschnitts von 
HACS. 

Tab. 2.7 5’-RACE PCR-Reaktionsbedingungen. 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) durchgeführt. Hierbei wurde die Suche auf EST 

Sequenzen von L. sativa eingegrenzt. Der 5’-Bereich von CYP71AVL konnte hierbei in der 

Sequenz CLSM19391.b1_N23.ab1 (Genbank accession number: DY968314) des „The 

Compositae Genome Project“ (http://compgenomics.ucdavis.edu/) festgemacht werden. Der 

3’-Bereich wurde durch die Sequenz QGI1D04.yg.ab1 (Genbank accession number: 

BQ873310) repräsentiert. Anhand dieser Sequenzen wurden Primer für den codierenden 

Bereich konstruiert (LsGC-F, LsGC-R), die an den jeweiligen 5’-Enden zusätzliche 

Restriktionsschnittstellen enthielten, um den codierenden Bereich nach PCR-Amplifikation (s. 

2.5.10) in den Hefevektor pESC-Ura klonieren zu können. 

2.5.5 Sequenzierung der genomischen DNA Bereiche für HaGAS1, 

HaGAS2 und HaCS 

Zur Amplifikation der Sequenzen von HaGAS1, HaGAS2 und HaCS auf genomischer Ebene 

wurde aus Blattmaterial des Sonnenblumenkultivars HA300 isolierte DNA eingesetzt. Da 

diese Exon- und Intronbereiche eine Länge von über 2700 bp aufwiesen, wurde die DNA in 

mehreren Abschnitten amplifiziert, entsprechende DNA-Banden in das Plasmid pSC-A 

kloniert und anschließend sequenziert. 

 

 

 

 

 

Die Amplifikation der genomischen DNA-Sequenz für HaCS wurde mit den in Tabelle 2.8 

aufgeführten Primerpaaren durchgeführt. Für HaGAS1 wurden die in Tabelle 2.9 

angegebenen Primerpaare verwendet. Bei der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-

Produkte wurden anstelle des erwarteten einzelnen Fragments zwei Banden 

unterschiedlicher Größe sichtbar. Diese wurden durch UA-Klonierung in das pSC-A Plasmid 

inseriert, anschließend wurden Plasmide mit den beiden unterschiedlichen DNA-Fragmenten 

durch Colony-PCR identifiziert (Primer: M13, T7). Entsprechende DNA-Fragmente wurden 

anschließend mit den gleichen Primern und genspezifischen, intern gelegenen Primern 

sequenziert (s. Tab. 2.9). Die unterschiedlichen Banden konnten später zwei verschiedenen 

H. annuus Germacren A-Synthasen zugeordnet werden (HaGAS1, HaGAS2). 

Primer für PCR-Reaktion PCR Bedingungen* 
zur Sequenzierung der 

klonierten PCR-Produkte 
verwendete Primer 

TPS216-34,TPS2int-R A: 54°C; E: 1:00 min* M13, T7, TPS2-5RN 

TPS2-3R, TPS2-3E A: 53°C; E: 2:00 min* M13, T7, TPS2-3RK 

TPS2int-R, TPS2int-F A: 53°C; E: 1:00 min* M13, T7 

Tab. 2.8 Für die Amplifikation des genomischen DNA-Bereiches von HaCS verwendete 
Primerkombinationen. 

*Für die PCR-Amplifikation wurde das Standard-PCR-Programm (Tab. 2.3) verwendet. Die reaktionsspezifischen 
Annealingtemperaturen (A) und Elongationszeiten (E) sind in der Tabelle angegeben. 
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2.5.6 Semiquantitative RT-PCR zur gewebe- und entwicklungs-

spezifischen Expressionsanalyse von Genen der Sesquiterpen- 

und der Flavonoidbiosynthese 

Für die Darstellung der differenziellen Expression von Genen der Sesquiterpenbiosynthese 

und des Phenolstoffwechsels im Laufe der Trichomentwicklung wurden verschiedene Gene 

dieser beiden Stoffwechselwege durch semiquantitative RT-PCR in ihrer Expressionsstärke 

bestimmt. Auf der Seite der Sesquiterpenbiosynthese wurden die identifizierten Gene der 

Germacren A Synthasen (HaGAS1, HaGAS2) und der Cadinen-Synthase (HaCS) 

untersucht. Als Matrize für die PCR-Reaktionen diente in allen Fällen cDNA, die aus 

Gesamt-RNA isolierter Trichome synthetisiert wurde. Zusätzlich wurde die transkribierte 

mRNA für die H. annuus Farnesylpyrophosphat-Synthase (FPPS, Genbank accession 

number: AF019892) als ein im Stoffwechselweg vorgeschaltetes Enzym auf Ebene der 

cDNA untersucht. Untersuchte Transkriptionsprodukte von Genen des Phenolstoffwechsels 

waren die Phenylalaninammoniumlyase (PAL, MAZEYRAT et al. 2005) als frühes Enzym im 

generellen Phenolstoffwechsel sowie die Chalkonsynthase (CHS, Genbank accession 

number: AF071887) als Schlüsselenzym der Flavonoidbiosynthese. Aufgrund des Auftretens 

von Chlorophyllfluoreszenz in den Stielzellen der Trichome wurde das Transkript für die 

kleine Untereinheit der Rubisco verwendet, um photosynthetische Aktivität innerhalb der 

Trichome zu dokumentieren (WAKSMANN et al. 1987). In allen Versuchen wurde Ubiquitin 

(BINET et al. 1989) als konstitutiv exprimiertes Gen bestimmt. 

RNA wurde für die semiquantitative RT-PCR aus Trichomen verschiedener 

Entwicklungsstadien isoliert (2.4.2). Nach der Umschreibung in cDNA wurden verschiedene 

Verdünnungsstufen unter identischen PCR-Bedingungen mit dem Primerpaar für Ubiquitin 

amplifiziert. Nach der Auftrennung durch Gelelektrophorese wurden optisch gleichstarke 

DNA-Banden als Maß für gleiche Ausgangsmengen an cDNA zwischen verschiedenen PCR-

Reaktionen gewertet. Alle Expressionsstudien wurden anschließend mit der auf diese Weise 

Primer für PCR-Reaktion PCR Bedingungen* 
zur Sequenzierung der 

klonierten PCR-Produkte 
verwendete Primer 

TPS1-8-30, TPS1int1-R A: 52°C, 0:40 min; E: 72°C, 1:00 min* M13, T7, TPS1int-F, TPS1-G5 

TPS1-GD3, TPS1-3E A: 54°C, 0:40 min; E 72°C, 2:30 min* M13, T7, TPS1-G5, TPS1-3E 

TPS1int-F, TPS1-G5 A: 53°C, 0:40 min; E: 72°C, 1:30 min* 
M13, T7, TPS1int-F,  
TPS1-1330N 

Tab. 2.9 Für die Amplifikation des genomischen DNA-Bereiches von HaGAS1 verwendete 
Primerpaare. 

*Für die PCR-Amplifikation wurde das Standard-PCR-Programm (Tab. 2.3) verwendet. Die reaktionsspezifischen 
Annealingtemperaturen (A) und Elongationszeiten (E) sind in der Tabelle angegeben. 
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bestimmten Verdünnungsstufe der cDNA für die einzelnen Trichomentwicklungsstadien 

durchgeführt, um einheitliche PCR Ausgangsbedingungen zu erreichen und die differenzielle 

Expression der verschiedenen Gene darstellen zu können. Eine Unterscheidung zwischen 

HaGAS1 und HaGAS2 war aufgrund der hohen Ähnlichkeit der Nukleinsäuresequenz nicht 

möglich, da keine spezifischen Primer zur Unterscheidung der beiden Synthasen durch 

PCR-Reaktionen konstruiert werden konnten. Alle als Germacren A-Synthase bezeichneten 

Amplifikate beruhen somit auf mRNA von HaGAS1 und HaGAS2. 

Zur Darstellung der gewebespezifischen Expression von Enzymen der 

Sesquiterpenbiosynthese wurde analog zur Untersuchung der verschiedenen 

Trichomentwicklungsstadien vorgegangen. Als Matrize für die PCR-Reaktionen diente in 

diesen Versuchen cDNA, die aus Gesamt-RNA Isolationen verschiedener Gewebetypen 

synthetisiert wurde. 

 

 

 

 

2.5.7 Amplifikation und Restriktionsverdau von HaGAS1 und HaGAS2 

aus Trichom- und Wurzel-cDNA 

Aufgrund der hohen Sequenzidentität zwischen HaGAS1 und HaGAS2 war es nicht möglich 

die Transkripte der beiden Gene selektiv zu amplifizieren. Deshalb wurde zum Nachweis der 

Amplifikationsprodukt 
für PCR verwendete Primer 

(PCR-Reaktionsbedingungen*) 
Größe des erwarteten 

PCR-Produkts 

HaGAS1 + HaGAS2 
TPS1int-F, TPS1int2-R 
(A: 53°C, E: 1:00 min) 

389 bp 

HaCS 
TPS2int-F, TPS2int-R 
(A: 53°C, E: 1:00 min) 

393 bp 

CYP71AVS 
CYP71AVSF2, CYP71AVSR2 
(A: 57°C, E: 1:00 min) 

744 bp 

FPPS 
HaFPS-F, HaFPS-F 
(A: 59°C, E: 1:30 min) 

766 bp 

Rubisco 
HaRbcLSU-F, HaRbcLSU-R 
(A: 54°C, E: 1:00 min) 

465 bp 

PAL 
HaPAL-F, HaPAL-R 
(A: 50°C, E: 1:20 min) 

872 bp 

CHS 
HaCHS-F, HaCHS-R 
(A: 54°C, E: 1:00 min) 

240 bp  

Ubiquitin 
HaUbiq-F, HaUbiq-R 
(A: 60°C, E: 1:00 min) 

440 bp 

Tab. 2.10 Primer und PCR-Bedingungen für die Untersuchung von gewebe- und 
entwicklungsspezifischer Expression von Genen der Phenylpropanoid- und 
Sesquiterpenbiosynthese. 

*Für die PCR-Amplifikation wurde das Standard-PCR-Programm (Tab. 2.3) verwendet. Die 
reaktionsspezifischen Annealingtemperaturen (A) und Elongationszeiten (E) sind in der Tabelle 
angegeben. 
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Expression beider Gene in Wurzeln und Trichomen ein Restriktionsverdau mit den 

Restriktionsenzymen PauI und DraI (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) durchgeführt (s. 

2.5.14), mit denen die beiden Transkripte unterscheidbar waren. Geschnitten wurden PCR-

Produkte der kompletten codierenden cDNA-Sequenz beider Gene. Diese wurden durch die 

Amplifikation von Trichom, beziehungsweise Wurzel cDNA erzeugt. Es wurden die Primer 

TPS1FL-F und TPS1FL-R eingesetzt, die Annealingtemperatur betrug 60°C, die 

Elongationszeit 2:20 min, alle anderen Parameter wurden vom Standard-PCR-Protokoll 

(Tab. 2.3) übernommen. 

2.5.8 Amplifikation des codierenden Bereiches der Sesquiterpen-

synthasen HaGAS1, HaGAS2 und HaCS zur Expression in E. coli 

Für die Herstellung rekombinanter Sesquiterpensynthasen in E. coli wurden die codierenden 

Sequenzen von HaGAS1, HaGAS2 und HaCS in pET-32 Ek/LIC Plasmide (Novagen, Merck 

KGaG, Darmstadt) kloniert. Das Einbringen der Inserts in die Plasmide geschah nicht durch 

Restriktionsverdau und Ligation, sondern durch eine ligationsunabhängige Methode (LIC: 

ligation independent cloning). Hierbei wurden zur PCR Primer eingesetzt, die am 5’-Ende 

einen zusätzlichen Sequenzabschnitt trugen, von dem ein Strang komplementär zu 

einzelsträngigen Überhängen an der Insertionsstelle des verwendeten Plasmids war. Durch 

eine T4 DNA-Polymerase Behandlung wurden an den Enden der PCR-Produkte 

einzelsträngige Überhänge erzeugt, die komplementär zu den erwähnten einzelsträngigen 

Enden des Plasmids waren. Da diese eine Länge von 13 Basenpaaren aufwiesen, waren die 

Bindungen stark genug um nach komplementärer Anlagerung von Plasmid und Insert das 

Expressionskonstrukt direkt für eine Transformation verwenden zu können.  

 

 

 

Die noch im DNA-Doppelstrang vorhandenen Lücken wurden in den Bakterienzellen durch 

Reparaturenzyme geschlossen. Für diese Methode wurde das pET-32 EK/LIC-Kit der Firma 

Novagen (Merck KGaG, Darmstadt) verwendet. 

Für die Amplifikation der codierenden Bereiche von HaGAS1 und HaGAS2 wurde KOD 

DNA-Polymerase (Novagen, Merck KGaG, Darmstadt) nach Anleitung des Herstellers 

verwendet. Die Reaktionen wurden in 50 µl Ansätzen mit 1 Unit Polymerase pro Ansatz 

Amplifikationsprodukt für PCR verwendete Primer Matrize für PCR-Reaktion 

HaGAS1 HaSS1EXP-F, HaSS1EXP-R Trichom cDNA 

HaGAS2 HaSS1EXP-F, HaSS1EXP-R pESCLeu2d::HaGAS2  

HaCS HaSS2EXP-F, HaSS2EXP-R Trichom cDNA 

Tab. 2.11 Primer für die Amplifikation von HaGAS1, HaGAS2 und HaCS zur Klonierung 
in den bakteriellen Expressionsvektor pET-32 EK/LIC. 
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durchgeführt. Um genügend PCR Produkt zur Klonierung in das Plasmid zu erhalten, wurden 

jeweils fünf parallele Ansätze durchgeführt. Diese wurden anschließend komplett durch 

Gelelektrophorese aufgetrennt, die PCR-Produkte der richtigen Größe ausgeschnitten und 

aufgereinigt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Der codierende Sequenzabschnitt von HaCS konnte nur durch Verwendung nativer Pfu-

Polymerase (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) amplifiziert werden. Die Reaktionen wurden in 

50 µl Ansätzen nach Herstellervorschrift zur Polymerase durchgeführt. Die verwendeten 

Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 2.13 dargestellt. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Die resultierenden Plasmide wurden nach dem jeweiligen Insert benannt: pET32-HaGAS1, 

pET32-HaGAS2 und pET32-HaCS. 

2.5.9 Amplifikation der codierenden Bereiche der Sesquiterpen-

synthasen, CYP71AVS und CYP71AVL für die heterologe 

Expression in S. cerevisiae 

Um die gesamten codierenden Sequenzabschnitte der Gene HaGAS1, HaGAS2, 

CYP71AVS, CYP71AVL und LsLTC2 für die Klonierung in Expressionsvektoren zu 

amplifizieren, wurde cDNA (HaGAS2, CYP71AVL, LsLTC2) oder Plasmid-DNA (HaGAS1, 

HaCS) als Matrize für die PCR eingesetzt. Die 5’-Bereiche der Primer (Tab. 2.1) wurden für 

die Klonierung mit Restriktionsschnittstellen versehen. Für alle PCR-Amplifikationen wurden 

proof-reading Enzyme verwendet. Für die Amplifikation von HaGAS1 wurde KOD Hot Start 

DNA-Polymerase (Novagen, Merck KGaG, Darmstadt) verwendet, alle anderen Gene 

wurden mit Phusion-Polymerase (Finnzymes Oy, Espoo, Finnland) amplifiziert. Es wurden 

 Temperatur Zeit 

initiale Denaturierung 98°C 2:00 min 
Denaturierung 98°C 0:30 min 
Annealing 62°C 0:30 min 
Elongation 70°C 1:10 min 
finale Elongation 70°C 5:00 min 

 Temperatur Zeit 

initiale Denaturierung 95°C 2:00 min 
Denaturierung 95°C 0:45 min 
Annealing 55°C 0:45 min 
Elongation 72°C 4:00 min 
finale Elongation 72°C 5:00 min 

30x 

Tab. 2.12 PCR-Programm zur Amplifikation der codierenden 
Bereiche von HaGAS1 und HaGAS2 zur Klonierung in pET-32 
EK/LIC durch KOD DNA-Polymerase. 

Tab. 2.13 PCR Programm zur Amplifikation des codierenden 
Bereiches von HaCS zur Klonierung in pET-32 EK/LIC durch 
native Pfu-Polymerase. 

30x 
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50 µl PCR-Reaktionen durchgeführt, die nach Herstellervorschrift zu den Polymerasen in 0,2 

ml Reaktionsgefäßen angesetzt wurden. 
 

 

 

Für beide Polymerasen und alle Amplifikationen wurde das selbe PCR-Programm 

durchgeführt (Tab. 2.15). Es wurde je PCR-Ansatz jeweils 1 µl vorwärts und rückwärts 

Primer (1 µM) eingesetzt. Für die Amplifikation jedes Gens wurden 2 PCR-Ansätze 

durchgeführt. Vor dem Restriktionsverdau wurden alle PCR-Produkte durch 

Gelelektrophorese aufgetrennt und aufgereinigt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.10 Klonierung der codierenden Sequenzabschnitte verschiedener 

Gene in Hefe-Expressionsplasmide 

Nach der Aufreinigung der PCR-Produkte (s. 2.5.16) wurden die PCR-Fragmente zur 

Erzeugung überhängender Enden für die Klonierung in die Expressionsvektoren mit 

Restriktionsenzymen behandelt. Der Verdau und die Ligation wurden wie unter 2.5.14 und 

2.5.15 angegeben durchgeführt. 

In Tabelle 2.17 sind für die in S. cerevisiae exprimierten Gene die verwendeten 

Restriktionsenzyme, die jeweiligen Insertionsstellen sowie der verwendete Vektor dargestellt. 

Die Ligationsreaktionen wurden zur Transformation von E. coli eingesetzt. Positive Kolonien 

wurden mit Colony-PCR identifiziert. Nach einer Übernachtkultur wurden die Plasmide 

Amplifikationsprodukt für PCR verwendete Primer Matrize für die PCR-Reaktion 

HaGAS1 HaTPS1-F3, HaTPS1-R4 Plasmid pET32-HaGAS1 

HaGAS2 HaTPS1-F2, HaTPS1-R1 H. annuus Trichom cDNA 

HaCS HaTPS2-F2, HaTPS2-R Plasmid pET32-HaCS 

HaCSThio HaTPS2Thio-F, HaTPS2-R Plasmid pET32-HaCS 

LsLTC2 LsGAS2-F, LsGAS2-R  Lactuca sativa Blatt cDNA 

CYP71AVS CYP71S F2, CYP71S R2 H. annuus Trichom cDNA 

CYP71AVL LsGC-F, LsGC-R Lactuca sativa Blatt cDNA 

 Temperatur Zeit 

initiale Denaturierung 95°C 2:00 min 
Denaturierung 95°C 0:30 min 
Annealing 62°C 0:30 min 
Elongation 70°C 1:10 min 
finale Elongation 70°C 5:00 min 

Tab. 2.14 Verwendete Primer für die Amplifikation von Genen der Sesquiterpenbiosynthese 
zur Expression in S. cerevisiae. 

30x 

Tab. 2.15 PCR-Programm für die Erzeugung der DNA-
Amplifikationsprodukte zur Klonierung in Hefe-Expressions-
vektoren. 
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aufgereinigt und der korrekte Einbau des Inserts durch einen Restriktionsverdau überprüft. 

Die auf diese Weise erhaltenen Plasmide wurden anschließend zur Transformation von 

Hefen des Stammes EPY300 verwendet. 

 

 

 
 

2.5.11 Kolonie-PCR 

Zur Identifikation positiver Transformanten, sowie der Bestimmung der Größe von 

Plasmidinserts wurden Kolonie-PCR Experimente durchgeführt. Hierzu wurden 12,5 µl PCR 

Reaktionen verwendet, die in Abschnitt 2.5.3.1 angegeben Volumina für die Komponenten 

der Standard-PCR wurden jeweils halbiert. Anstelle von aufgereinigter DNA als Matrize 

wurde von einer Agarplatte eine kleine Menge der Bakterienkolonie mit einem sterilen 

Zahnstocher entnommen und in den PCR-Mastermix überführt. Nach der Mischung des 

Reaktionsansatzes wurde die PCR-Reaktion durchgeführt. Für alle Kolonie-PCR Reaktionen 

wurde eine Annealingtemperatur von 55°C gewählt. Die Elongationszeit betrug bei 

erwarteten Insertgrößen von weniger als 1 kb Länge 1 min je Zyklus, bei allen längeren 

Fragmenten 2 min. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2.16 für die verschiedenen 

Plasmide angegeben. Für die Sequenzierung der Inserts in den Plasmiden wurden die 

gleichen Primer verwendet. 
 

 

 

 

 

 

PCR-
Fragment 

verwendete 
Restriktions-

enzyme 

Insertionsstelle im Plasmid 
(verwendete Restriktionsenzyme, 

Multiple Cloning Site (MCS), 
Plasmid) 

Plasmid-Bezeichnung 

HaGAS1 BglII, NotI  BglII, NotI, MCS1, pESC-Leu2d  pESCLeu2d::HaGAS1 

HaGAS2 NheI, XhoI  NheI, XhoI, MCS2, pESC-Leu2d  pESCLeu2d::HaGAS2 

HaGAS2 NheI, XhoI  NheI, XhoI, MCS2, pESC-Leu2  pESCLeu::HaGAS2 

HaCS NheI, XhoI  NheI, XhoI, MCS2, pESC-Leu2d  pESCLeu2d::HaCS 

HaCSThio XhoI, BamHI  BamHI, XhoI, MCS2, pESC-Leu2d  pESCLeu2d::HaCSThio 

LsLTC2 NheI, BamHI  NheI, BamHI, MCS2, pESC-Leu2d  pESCLeu2d::LsLTC2 

CYP71AVS NotI, SpeI  NotI, SpeI, MCS1, pESC-Ura  pESCUra::CYP71AVS/CPR* 

CYP71AVL PacI  PacI, MCS1, pESC-Ura  pESCUra::CYP71AVL/CPR* 

Plasmid für Kolonie-PCR verwendete Primer 

pET-32 EK/LIC T7T, STag 

pSC-A M13, T7 

pESC-Ura 
LeuGal10F, LeuGal10R für Inserts in MCS1  
UraGal1F, LeuGal1R2 für Inserts in MCS2 

pESC-Leu, pESC-Leu2d 
LeuGal10F, LeuGal10R für Inserts in MCS1 
LeuGal1F2, LeuGal1R2 für Inserts in MCS2 

*in der MCS2 des Plasmids war bereits eine Cytochrom P450 Reduktase aus Artemisia annua enthalten. 

Tab. 2.17 Übersicht über die Klonierungsstrategien der im Hefestamm EPY300 exprimierten 
Enzyme. 

Tab. 2.16 Primerliste für Kolonie-PCR und Sequenzierung von Plasmiden 
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2.5.12 DNA-Gelelektrophorese 

Die Trennung von DNA-Gemischen nach Fragmentgrößen erfolgte durch Elektrophorese in 

1%igen (w/v) Agarosegelen (SeaKem LE Agarose, BMA Inc., Rockland, USA). Als 

Puffersystem wurde ein 1x TBE-Puffer (pH 8.0: 89 mM Tris, 89 mM Borsäure, 2 mM EDTA) 

eingesetzt. Die DNA-Proben wurden mit 6x Auftragepuffer (31 % Glycerol (v/v), 65 % H2O 

(v/v), 4 % Bromphenolblau/Xylencyanol (w/v) (Sigma-Aldrich GmbH, München)) versetzt und 

bei einer Spannung von 140 V in einer mit 1x TBE Puffer gefüllten horizontalen 

Elektrophoreseapparatur aufgetrennt. Als Marker wurden 5 µl GeneRule, GeneRulerPlus 1kb 

DNA-Leiter eingesetzt oder MassRuler DNA Ladder Mix (alle Fermentas, St. Leon-Rot) 

verwendet. Zur Sichtbarmachung der DNA Banden wurden die Gele nach der 

Elektrophorese für 30 min in 0,0005 % Ethidiumbromidlösung (w/v) gefärbt, kurz in dH2O 

gespült, bei UV302 (Dual white light/UV, Quantum Appligene, Heidelberg) sichtbar gemacht 

und mit einem Geldokumentationssystem (Duo-Store, Intas GmbH, Göttingen) 

aufgenommen. 

Die Auftrennung von DNA-Banden mit geringen Größenunterschieden erfolgte mittels 

Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE). Hierzu wurden 10 % Acrylamidgele verwendet, die 

analog den PAGE-Gelen für die Proteinelektrophorese (2.7.2) hergestellt wurden. Als 

Puffersystem für die Herstellung der Gele, wie auch als Laufpuffer wurde das Puffersystem 

nach LAEMMLI et al. (1970) durch 1x TBE Puffer (s. oben) ersetzt. Es wurden kontinuierliche 

Gele ohne geringprozentiges Sammelgel gegossen. Auf die Zugabe von SDS wurde 

verzichtet. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in einer vertikalen Gelkammer 

(Mini-Protean-System, 0,75 mm Gele) bei 120 V für 60 min. Zur Sichtbarmachung der DNA 

wurden die Gele nach der Elektrophorese für 15 min in Ethidiumbromidlösung gefärbt und 

durch UV302 sichtbar gemacht. Für eine Reamplifikation einzelner DNA-Banden nach PAGE 

wurden diese unter UV-Licht ausgeschnitten und in 2,0 mm Reaktionsgefäße überführt. 

Nach Zugabe von 150 µl ddH20 und 2 Stahlkugeln (Ø 3,0 mm, Sarstedt AG, Nümbrecht) 

wurde das Gelstück in einer Schüttelmühle (MM300, Retsch GmbH, Haan) mit 11 Hz für 1 

min homogenisiert und anschließend für 30 min bei RT geschüttelt (Reax 2000, Heidolph 

Instruments GmbH, Schwabach). Die Suspension wurde für 5 min bei 12100xg zentrifugiert 

und der DNA-haltige Überstand in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Zur Reamplifikation 

der isolierten DNA-Fragmente wurde 1 µl des Überstandes in 25 µl PCR-Reaktionen 

verwendet. 

2.5.13 RNA-Elektrophorese 

Für die Qualitätskontrolle der RNA Isolationen aus Blattmaterial wurde ein Aliquot der 

isolierten Gesamt-RNA durch Gelelektrophorese analysiert. Hierzu wurden 10 µl des 80 ml 

Eluats aus der RNA-Extraktion (s. 2.4.2.) in 2x RNA-Ladepuffer (95 % Formamid, 0,025 % 
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SDS (w/v), 0,025 % Bromphenolblau (w/v), 0,025 % Xylencyanol (w/v), 0,025 % 

Ethidiumbromid (w/v), 0,5 mM EDTA) aufgenommen und für 10 min bei 70°C inkubiert. Die 

gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem 1%igen TBE-Gel (s. 2.5.7) bei einer 

konstanten Spannung von 120 V. Als Marker wurde RiboRuler™ RNA Ladder (Fermentas 

GmbH, St. Leon-Rot) eingesetzt. 

Die Quantifizierung und Kontrolle von aus Trichomen isolierter Gesamt-RNA wurde durch 

Kapillarelektrophorese mit einem Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies GmbH, Böblingen) 

durchgeführt. Hierzu wurde das RNA 6000 Pico-Kit (Agilent) nach Herstellervorschrift 

verwendet. Die Aufnahme und Auswertung der erhaltenen Elektropherogramme erfolgte mit 

der Software „2100 Expert“ (Agilent). 

2.5.14 Restriktionsverdau von PCR-Fragmenten und Plasmiden 

Alle Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) oder New 

England Biolabs Inc. (Ipswich, USA) bezogen. PCR Fragmente wurden vor dem 

Restriktionsverdau durch Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Gelextraktion 

aufgereinigt. Bei PCR-Fragmenten denen durch PCR endständige Restriktionsschnittstellen 

für die Klonierung in Plasmide angefügt wurden, erfolgte der Verdau über Nacht bei 37°C mit 

0,5 U Restriktionsenzym pro 20 µl Reaktionsansatz. Für den internen Verdau von PCR-

Produkten und dem Restriktionsverdau von Plasmiden wurde 1 U Restriktionsenzym pro 20 

µl Reaktionsansatz verwendet und für 4 h bei 37°C verdaut. Wurden Plasmide oder PCR-

Fragmente mit zwei unterschiedlichen überhängenden Enden benötigt, so wurde bei einem 

kompatiblen Puffersystem, ein Doppelverdau in einem einzigen Reaktionsansatz 

durchgeführt. Benötigten die Restriktasen verschiedene Pufferbedingungen, so wurde der 

Ansatz vor dem Verdau mit dem zweiten Restriktionsenzym durch das Perfectprep PCR 

Cleanup Kit (Eppendorf AG, Hamburg) aufgereinigt.  

Vor der Klonierung wurden geschnittene Plasmide und PCR-Produkte durch 

Gelelektrophorese aufgereinigt, um unerwünschte PCR-Fragmente zu entfernen. Bei 

Plasmiden, die nur mit einem Restriktionsenzym geschnitten waren, wurde vor der 

Aufreinigung durch Gelelektrophorese der Restriktionsansatz mit 1 µl Calf Intestine Alkaline 

Phosphatase (CIAP, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) pro 20 µl Reaktionsansatz versetzt 

(Inkubation für 45 min bei 37°C), um durch Dephosphorylierung der 5’ Enden des 

geschnittenen Plasmids eine Religation ohne Insert zu verhindern. 

2.5.15 Ligation von DNA 

Für die Ligation von PCR-Fragmenten mit überhängenden Enden in Plasmide wurde T4 

DNA-Ligase von Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) verwendet. Pro 20 µl Ligationsreaktion 

wurde 1 µl Ligase (10U/µl) eingesetzt. Die Ligation erfolgte entweder für 2 h bei RT oder 
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über Nacht bei 4°C. Es wurde ein molares Vektor zu Insert Verhältnis von circa 1:5 

eingestellt.  

2.5.16 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 

Für die Extraktion von DNA-Fragmenten aus TBE-Agarosegelen wurden das Perfectprep Gel 

Cleanup Kit (Eppendorf AG, Hamburg) oder das illustra GFX Gel Band Purification Kit (GE 

Healthcare GmbH, München) verwendet. Die Elution der Fragmente von den 

Kieselgelsäulchen erfolgte jeweils mit auf 65°C vorgewärmten ddH2O. 

2.5.17 Klonierung von PCR-Fragmenten zur Sequenzierung 

PCR Fragmente über 1 kb wurden nicht direkt nach einer gelelektrophoretischen Trennung 

und anschließender Extraktion sequenziert, sondern zuvor über UA-Klonierung in das 

Plasmid pSC-A (Stratagene Inc., La Jolla, USA) kloniert und anschließend in SoloPack E. 

coli Zellen (Stratagene Inc., La Jolla, USA) transformiert. Diese Methode beruht auf der 

Eigenschaft der verwendeten Taq-Polymerase, dass am 3’-Ende der PCR-Produkte bei der 

Elongationsreaktion ein überhängender Adeninrest angefügt wird, welcher bei der Ligation 

an einen im geöffneten Plasmid 5’ überhängenden Uracilrest bindet. Die in den Strängen 

vorhandenen Brüche werden durch kovalent an das Plasmid gebundene Topoisomerasen 

behoben. Um möglichst viele PCR Fragmente mit diesem überhängenden Adenin zu 

versehen und damit den Klonierungserfolg zu erhöhen, wurde der letzte Elongationsschritt 

jedes für die Klonierungsreaktion vorgesehenen PCR-Ansatzes auf 20 min erhöht. Für die 

Sequenzierung wurden T7- und M13-Primer (Tab. 2.1) verwendet. Die 

Klonierungsreaktionen wurden nach Angaben des Herstellers (StrataClone PCR Cloning Kit, 

Stratagene Inc., La Jolla, USA) durchgeführt. 

2.5.18 Sequenzierung von DNA 

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten und Plasmiden wurde von der Firma GATC 

Biotech AG (Konstanz) durchgeführt. Es erfolgte entweder eine direkte Sequenzierung 

aufgereinigter DNA-Fragmente oder zuvor eine Klonierung in Plasmide (s. 2.5.17) und eine 

anschließende Sequenzierung der entsprechenden Insertbereiche (zu den verwendeten 

Primern s. Tab. 2.16). 

2.5.19 Software zur Auswertung von DNA- und Aminosäuresequenzen 

Das Auslesen von DNA-Rohsequenzen erfolgte mit der Software Chromas Lite (V2.01, 

Technelysium, Tewantin, Australien). Für das Bearbeiten von Sequenzen wurden die 

Softwarepakete BioEdit (V7.0.9, Ibis Biosciences, Carlsbad, USA) und Lasergene (V7.0.0, 

DNASTAR Inc., Madison, USA) eingesetzt. Alignments von Protein und DNA Sequenzen 

wurden mit GeneDoc (www.psc.edu/biomed/genedoc) vorgenommen. Darstellungen von 
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Plasmiden und Plasmidkarten wurden mit Vector NTI (V10.3.0, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) 

erzeugt. 

Datenbankrecherchen und Sequenzvergleiche erfolgten mit Hilfe des Internets unter 

folgenden Adressen: http://www.ncbi.nlm.nih.gov (Genbank, NCBI-National Centre for 

Biotechnology Information), http:/132.192.64.52/blast/P450.html (Datenbank für Cytochrome 

P450 Enzyme, University of Tennessee, USA), http://compgenomics.ucdavis.edu (EST-

Sequenzen von H. annuus und L. sativa aus dem Compositae Genome Project, University of 

California, Davis, USA), http://www.predictprotein.org/ (Signalpeptid-Vorhersage), 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/ (Intron-/Exon-Analyse) und http://www.tigr.org 

(TIGR–The Institute for Genomic Research, Rockville, USA). Zur Analyse von 

Aminosäuresequenzen wurden DNA-Sequenzen mit dem Programm Editseq aus dem 

Lasergene-Programmpaket in Proteinsequenzen umgeschrieben. Molare Massen von 

Proteinen wurden mit dem Programm Protean (DNASTAR Inc., Madison, USA) berechnet. 
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2.6 Mikrobiologische Methoden 

2.6.1 Bakterienstämme 

Für Klonierungs- und Expressionexperimente wurden verschiedene E. coli Stämme 

verwendet. Diese sind in Tabelle 2.18 aufgeführt. 
 

 

Bezeichnung Herkunft Eigenschaften/Genotyp Verwendungszweck 

E. coli NovaBlue                    
(Novagen, Merck KGaG, 
Darmstadt) 

K12 Derivat, endA1 hsdR17(rK12
– mK12

+) 
supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 
lacF'(proA+B+ lacIq ZΔM15::Tn10) (TetR) 

Klonierungsarbeiten, 
Plasmidvermehrung 

StrataClone SoloPack 
competent cells                     
(Stratagene Inc, La Jolla, USA) 

lacZΔM15, recA- , endA- ,Cre-
Rekombinase, lacZ´ α-complementation 
cassette  

Klonierungsarbeiten 

Rosetta 2(DE3)                       
(Novagen, Merck KGaG, 
Darmstadt) 

K12 Derivat, F– ompT hsdSB(rB
– mB

–) gal 
dcm (DE3) pRARE2 (CamR) 

Überexpression von 
Proteinen 

Rosetta-gami B(DE3)             
(Novagen, Merck KGaG, 
Darmstadt) 

K12 Derivat, F– ompT hsdSB(rB
– mB

–) gal 
dcm lacY1 aphC (DE3) gor522::Tn10 trxB 
pRARE2 (CamR, KanR, TetR) 

Überexpression von 
Proteinen 

 

2.6.2 Plasmide für die Transformation von E. coli  

 

Bezeichnung Herkunft Eigenschaften/Genotyp Verwendungszweck 

pET-32 Ek/LIC                  
(Novagen, Merck KGaG, 
Darmstadt) 

bakterieller Expressionsvektor, 
5917 bp, N-terminales His(6)-
Tag, Strep-Tag, Thioredoxin, 
T7-Promotor, Ampr 

Überexpression His-markierter 
Proteine in E. coli  

pSC-A                                           
(Stratagene Inc., La Jolla, USA) 

T/A Klonierungsvektor, 3467 
bp, Topoisomerase, Ampr 

Klonierung von PCR Produkten 
mit 3’-A-Überhang zur 
Sequenzierung 

pESC-Leu                            
(Stratagene Inc., La Jolla, USA) 

Hefeexpressionsvektor, 7745 
bp, Gal-Promotor, 2 MCS, Hefe 
LEU2 ORF, Ampr 

Expression von Proteinen in S. 
cerevisiae 

pESC-Leu2d                            
(Dae-Kyun Ro, Calgary University, 
Kanada) 

high-copy Hefeexpressions-
vektor durch deletierten Leu2 
Promotor, pESC-Leu Derivat, 
7319 bp, Gal-Promotor, 2 MCS, 
Hefe LEU2 ORF, Ampr 

Expression von Proteinen in S. 
cerevisiae 

pESC-Ura                           
(Stratagene Inc., La Jolla, USA) 

Hefeexpressionsvektor, 6631 
bp, Gal-Promotor, 2 MCS, Hefe 
URA3 ORF, Ampr 

Expression von Proteinen in S. 
cerevisiae 

Tab. 2.18 In dieser Arbeit verwendete Bakterienstämme 

Tab. 2.19 In dieser Arbeit verwendete Plasmide. 
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2.6.3 Medien für die Kultivierung und Selektion von Bakterien 

Alle Medien für die Kultivierung von Bakterien wurden vor der Inokulation autoklaviert oder 

bei nicht autoklavierbaren Chemikalien durch Filtration mittels 0,2 µm Spritzenfilter 

(Sartorius, Göttingen) keimfrei gemacht. 

2.6.3.1 Antibiotika 

Als Selektionsmarker für transformierte Bakterien wurden antibiotikahaltige Medien benutzt. 

Die verwendeten Arbeitskonzentrationen sind in Tabelle 2.20 dargestellt. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6.3.2 Kulturmedien 

LB-Flüssigmedium:  25 g Luria-Bertani (LB) Medium (Carl Roth, Karlsruhe) l-1 dH2O. 

LB-Agar: 25 g LB-Medium; 20 g Agar (Merck KGaG, Darmstadt) l-1 dH2O. 

SOB-Medium: 20 g Trypton (Carl Roth GmbH, Karlsruhe); 5 g Hefeextrakt 

(Difco Inc., Franklin Lakes, USA); 0,5 g NaCl (Carl Roth GmbH, 

Karlsruhe) l-1 dH2O autoklaviert, anschließend Zugabe von 10 

ml l-1 steril filtriertem 1 M MgCl2 (Merck KGaG, Darmstadt) und 

10 ml l-1 steril filtriertem 1 M MgSO4. 

SOC-Medium: 2 ml 20 % (w/v) Glukose (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), steril 

filtriert; 98 ml SOB-Medium. 

X-Gal: 2 % (w/v) 5-bromo-4-chloro-3-inodlyl-β-D-Galactopyranosid in 

Dimethylformamid, pro Agarplatte wurden 40 µl ausgestrichen. 

2.6.4 Kultivierung von Bakterien 

Flüssigkulturen von E. coli wurden, soweit nicht anders angegeben, bei 37°C im 

Schüttelinkubator (Excella E24, New Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, USA) bei 250 rpm 

kultiviert. Agarplatten wurden im Wärmeschrank (3158, Forma Scientific Inc., Marietta, USA) 

über Nacht bei 37°C inkubiert. Die heterologe Expression von Proteinen erfolgte unter 

verschiedenen Bedingungen, siehe hierzu Tabelle 2.22. 

Antibiotikum/Hersteller verwendete Konzentration im Medium 

Ampicillin                                      
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 

100 µg ml-1 

Carbenicillin                                  
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 

100 µg ml-1 

Chloramphenicol                          
(Sigma-Aldrich GmbH, München) 

34 µg ml-1 

Tab. 2.20 Übersicht über die verwendeten Antibiotika 
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2.6.5 Glycerinkulturen 

Zur dauerhaften Stammhaltung von E. coli Stämmen wurden 500 µl Übernachtkultur 

(selektives LB-Flüssigmedium) mit 500 µl 65 % (v/v) steril filtriertem Glycerin (Carl Roth 

GmbH, Karlsruhe) gemischt, bei -70°C eingefroren und bei dieser Temperatur gelagert. 

2.6.6 Transformation von Escherichia coli 

Alle Transformationsexperimente wurden mit chemisch kompetenten Zellen der in Tab. 2.18 

angegebenen E. coli Stämme durchgeführt. Für die Klonierung von Plasmiden in NovaBlue 

und StrataClone Zellen wurden pro Transformationsansatz 25 µl Zellen verwendet. Für die 

Transformation von Plasmiden in die Expressionsstämme Rosetta 2(DE3) und Rosetta-gami 

B(DE3) wurden 10 µl Zellen verwendet. Die kompetenten Zellen wurden bei -70°C gelagert 

und zur Transformation 5 min auf Eis aufgetaut. Nach der Zugabe von 1 µl Plasmid oder 1 µl 

Ligationsansatz erfolgte eine Inkubation von 5 min auf Eis, bevor die Zellen für 45 s einem 

Hitzeschock von 42°C im Wasserbad ausgesetzt wurden. Nach einer 2 minütigen Inkubation 

auf Eis erfolgte die Zugabe von 250 µl SOC-Medium. Vor dem Ausplattieren auf selektiven 

LB-Agarplatten erfolgte eine Kultivierung für 60 min im Schüttelinkubator bei 37°C. 

2.6.7 Saccharomyces cerevisiae EPY300 

Für alle Expressionsexperimente in S. cerevisiae wurde der Stamm EPY300 (erhalten von 

D.-K. Ro, University of Calgary, Department of Biological Sciences, Alberta, Kanada) 

verwendet. Dieser Stamm basierte auf dem Stamm S. cerevisiae BY4742, einem Derivat von 

S288C (RO et al. 2006). Es handelte sich um eine auxotrophe Mutante für die Aminosäuren 

Leucin und Tryptophan sowie die Base Uracil. EPY300 war für die biotechnologische 

Produktion von Sesquiterpenen optimiert. Analog zum Stamm EPY224 (RO et al. 2006) war 

der ERG9 Promotor durch den reprimierbaren Promotor PMET3-ERG9 ersetzt. Durch die 

Zugabe von Methionin ins Wachstumsmedium wurde die Expression der 

Farnesylpyrophosphate-Farnesyl-Transferase (ERG9, Squalen-Synthase) weitgehend 

reprimiert. Dadurch wurde FPP nicht mehr von den Hefen in der Sterolbiosynthese 

umgesetzt, sondern in den Zellen akkumuliert. Wurden nun in den Hefezellen 

Sesquiterpensynthasen exprimiert, so stand diesen die lineare Ausgangsverbindung für die 

Bildung des ersten zyklischen Produktes zur Verfügung. Um die Produktion von FPP in den 

Hefen weiter zu steigern, befand sich eine weitere Kopie der 3-hydroxy-3-methylglutaryl-

Coenzym A-Reduktase im Hefe-Chromosom integriert (RO et al. 2006). 

 

 



48                                                                                                                                           Material und Methoden  

2.6.8 Medien für die Kultivierung von S. cerevisiae 

YPAD: 0,037 g Adenin-Hemisulfat, 5 g Hefeextrakt (Difco Inc., Franklin 

Lakes, USA), 10 g BactoPepton (BD Bioscience, Sparks, USA), 

10 g BactoAgar (BD Bioscience, Sparks, USA), mit ddH2O auf 

450 ml aufgefüllt und autoklaviert. Nach dem Abkühlen erfolgte 

die Zugabe von 50 ml 20%iger (w/v) sterilfiltrierter Glukose für 

die Anzucht und Kultivierung der Hefen ohne Expression der 

plasmidkodierten Gene.  
 

YPA (für Proteinexpression): Zusammensetzung wie YPAD, der Kohlenhydratanteil wurde 

durch 0,2 % (w/v) Glukose und 1,8 % (w/v) Galaktose ersetzt. 
 

SC drop-out: Synthetic Complete drop-out/Hopkins Medium Mix: 3,35 g 

Nitrogen base w/o amino acids (BD Bioscience, Franklin Lakes, 

USA), 0,695 g Synthetic Complete (SC) Aminosäuremischung -

His -Met -Leu -Trp -Ura (Qbiogen Inc., Montreal, Kanada), 42,8 

mg Tryptophan, mit ddH2O auf 450 ml aufgefüllt und steril 

filtriert. Je nach gewünschtem Selektionsmarker wurden 85,6 

mg Uracil l-1 oder 173,4 mg Leucin l-1 zugegeben. Als 

Kohlenstoffquelle wurde dem Medium 50 ml 20%ige (w/v) 

Glukose zur Kultivierung der Hefen zugesetzt. Zur Induktion der 

Proteinexpression wurden dagegen 50 ml einer Mischung aus 

20 % Glukose/20 % Galaktose (1:10 v/v) zugesetzt. Zur 

Repression des Promotors PMET3-ERG9 wurde der Kulturansatz 

mit Methionin (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim) versetzt (1 mM 

Endkonzentration). 
 

Agar-Platten: Zusammensetzung wie SC-Drop-out Medien mit zusätzlich 2 % 

(w/v) Agar (Merck KGaG, Darmstadt). 

2.6.9 Hefe-Transformation 

Transformationsmix 240 µl 50 % (w/v) Polyethylenglykol 3350 (Carl Roth, 

Karlsruhe), 36 µl 1 M LiAc (Fluka AG, Buchs, Schweiz), 50 µl 

aufgekochte Einzelstrang-Carrier DNA (Stammlösung: 200 mg 

Lachstestis-DNA (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim) gelöst in 

100 ml TE-Puffer, pH 8,0, 1 mM EDTA), 24 µl H2O,10 µl 

Plasmid-Lösung. 
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Für alle Transformationen von S. cerevisiae wurde der Stamm EPY300 verwendet und 

entsprechend dem Protokoll von GIETZ & WOODS (2002) vorgegangen.  

50 ml YPAD-Medium wurden mit 2,0 ml einer Übernachtkultur in selektivem SC-Medium 

angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 30°C und 200 rpm im Schüttelinkubator für 5 

Stunden. Anschließend wurde die Kultur in sterile 50 ml Plastikröhrchen überführt und bei 

3000xg für 5 min zentrifugiert. Der Kulturüberstand wurde verworfen und die Zellen in 25 ml 

sterilem ddH2O resuspendiert. Die Hefen wurden ein zweites Mal bei 3000xg für 5 min 

zentrifugiert, in 1,0 ml ddH2O aufgenommen und dann in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. 

Nach erneuter Zentrifugation (3000xg, 1 min) wurde der Überstand entfernt, ddH2O bis zu 

einem Gesamtvolumen von 1,0 ml zugegeben und die Zellen resuspendiert. Die so erhaltene 

Suspension wurden gleichmäßig auf die gewünschte Zahl an Transformationsansätzen in 

1,5 ml Reaktionsgefäßen verteilt. Abermals wurden die Gefäße zentrifugiert (3000xg, 1 min) 

und der Überstand verworfen. Zu jedem Transformationsansatz wurde ein vorbereiteter, 

eisgekühlter Reaktionsmix mit dem individuellen Plasmid zugegeben. Die Zellen wurden mit 

dem Reaktionsmix resuspendiert und zur Transformation für 40 min bei 42°C im Wasserbad 

inkubiert. Nach dem Hitzeschock wurden die Gefäße bei 2000xg für 30 s zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgenommen und das Pellet in 400 µl ddH2O resuspendiert. Davon 

wurden 50 µl beziehungsweise 350 µl auf zwei selektive Agarplatten (SC-Medium, 2.6.8) 

vorsichtig ausgestrichen und für 48 bis 72 h bei 30 °C kultiviert. 

2.6.10 Glycerinkulturen von S. cerevisiae 

0,5 ml Übernachtkultur in selektivem SC-Flüssigmedium wurden mit 0,5 ml 50 % (v/v) 

sterilem Glycerin versetzt, bei -70°C eingefroren und bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
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2.7 Protein-Techniken 

2.7.1 Isolation von Proteinen aus Pflanzenmaterial 

Proteine aus der Sonnenblume wurden sowohl aus frischem Pflanzenmaterial als auch aus 

in flüssigem Stickstoff zerkleinert und bei -70°C gelagertem Material isoliert. Frische Proben 

wurden vor der Isolation mit einer Rasierklinge zerkleinert. Der Aufschluss aller Proben 

erfolgte in 2,0 ml Reaktionsgefäßen mit 200 µl Proteinpuffer (100 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1mM 

EDTA; 0,1 mM MgCl2) nach Zugabe von 3 Keramikkugeln (2,8 mm, Precellys, Peqlab 

GmbH, Erlangen) in einer Schüttelmühle (MM300, Retsch GmbH, Hann) bei 11 Hz für 3 min. 

Nach dem Aufschluss wurden Zelltrümmer bei 21000xg und 4°C für 15 min pelletiert. Der 

Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und das Pellet mit 200 µl 

Proteinpuffer resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (21000x, 4°C, 15 

min) wurde der Überstand mit dem ersten vereinigt. Der Proteinextrakt wurde mit 

Proteinpuffer im Reaktionsgefäß auf 500 µl aufgefüllt und mit 280 µg Ammoniumsulfat 

versetzt. Die Proteine wurden für 3 Stunden auf Eis unter gelegentlichem Schütteln gefällt 

und anschließend durch Zentrifugation (21000xg, 20 min, 4°C) pelletiert. Der Überstand 

wurde verworfen und das Pellet in 200 µg Proteinpuffer resuspendiert. 

2.7.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Die Proteinproben wurden vor dem Auftrag in die Geltaschen mit 4x Probenpuffer (200 mM 

Tris, pH 6,8; 40 % Glycerol (v/v); 8 % SDS (w/v); 0,2 % Bromphenolblau (w/v); 400 mM DTT; 

modifiziert nach SAMBROOK & RUSSELL (2001)) versetzt und zur Denaturierung für 5 min bei 

95°C inkubiert. Die Elektrophorese wurde wie von LAEMMLI et al. (1970) beschrieben in 

Minigelen (Mini-Protean System, Bio-Rad GmbH, München) durchgeführt. Die Proteinproben 

wurden in 4%igen Sammelgelen (0,125 M Tris-HCl, pH 6,8, 4 % Acrylamid/Bisacrylamid 

(37,5:1) (v/v) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), 0,1 % SDS (w/v), 0,075 % APS (w/v), 0,05 % 

TEMED (v/v)) konzentriert und in 10%igen Trenngelen (0,375 M Tris-HCl, pH 8,8, 10 % 

Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) (v/v) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 0,1 % SDS (w/v), 0,075 

% APS (w/v), 0,05 % TEMED (v/v)) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Trennung wurde bei 

120 V für 80 min in Laufpuffer (50 mM Tris, pH 8,3, 384 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) 

durchgeführt. Nach der Trennung wurden die Sammelgele abgetrennt, die Gele für 15 min in 

Fixierlösung (79 % H2O, 1 % 85%ige ortho-Phosphorsäure, 20 % Methanol) inkubiert und 

anschließend in Färbelösung (60 % (v/v) H2O, 20 % (v/v) Methanol, 20 % (v/v) Roti-Blue 

(kolloidale Lösung, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)) über Nacht bei RT geschüttelt. Falls nötig 

wurden die Gele für 1-2 h entfärbt (5 % Methanol, 7 % Eisessig, 88 % ddH2O). Für die 

Standardelektrophorese wurden 0,75 mm Gele verwendet, für Western Blot Experimente 

kamen 1,5 mm Gele zum Einsatz. Als Marker wurde PageRuler Prestained Protein Ladder 
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Plus (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) verwendet. Die Gele wurden in selbst hergestellten 

Trockenrahmen (Bilderrahmen Raket, Ikea GmbH & Co KG, München) zwischen zwei Lagen 

Cellophan getrocknet und nach der vollständigen Trocknung mit einem Scanner (Perfection 

6400U, Seiko Epson Corp., Hirooka, Japan) digitalisiert. 

2.7.2.1 Proteinquantifizierung 

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Lösungen wurde nach BRADFORD (1976) in 

Mikroansätzen durchgeführt. Jeweils 800 µl Proteinlösung wurden mit 200 µl Bradford-

Reagenz (25 mg Coomassie Brilliant Blue G250 in 12,5 ml Ethanol (99 %) und 25 ml 85%ige 

ortho-Phosphorsäure gelöst, mit H2O auf 250 ml aufgefüllt und zweimal filtriert) versetzt. 

Nach 5 min Inkubation bei RT erfolgte eine photometrische Quantifizierung bei 595 nm 

(Lambda 12, PerkinElmer Inc., Waltham, USA). Als Eichstandard diente eine 

Konzentrationsreihe von 1 bis 20 µg/ml BSA in ddH2O. Für die photometrische Messung 

wurden Einmalplastikküvetten (Sarstedt AG, Nümbrecht) verwendet. 

2.7.3 Herstellung rekombinanter Sesquiterpensynthasen in E. coli 

2.7.3.1 Klonierung von Sesquiterpensynthasen in Expressionsplasmide 

Für die heterologe Expression der Sesquiterpensynthasen aus H. annuus in E. coli wurde 

der Expressionsvektor pET-32 EK/LIC (Novagen, Merck KGaG, Darmstadt) ausgewählt. Die 

Verwendung führte zur Bildung eines Fusionsproteins (s. Abb. 3.19). Dem rekombinanten 

Protein wurden am N-Terminus ein 6xHis-Tag und ein S-Tag zur Proteinaufreinigung durch 

Affinitätschromatographie angefügt. Darüber hinaus befand sich am Aminoende des 

Fusionsproteins eine Plasmid codierte Sequenz für Thioredoxin (Größe des exprimierten 

Thioredoxinproteins: 12,8 kD). Diese führte bei allen exprimierten Enzymen zu einer 

deutlichen Verbesserung der Löslichkeit und einer erheblichen Verringerung der Menge an 

Einschlusskörperchen während der Proteinexpression in den verwendeten E. coli Stämmen. 

Eine Enterokinase-Schnittstelle direkt vor der ersten Aminosäure des gewünschten 

Expressionsproduktes erlaubte die komplette Entfernung aller aminoterminalen Tags sowie 

des Thioredoxins. Im verwendeten System wurde das zu exprimierende Gen nicht über 

Abschnitt Länge der codierenden Sequenz Aminosäuren kD 

HaGAS1 1680 bp 560 64,4 

HaGAS2 1680 bp 560 64,4 

HaCS 1668 bp 556 64,2 

Thioredoxin 327 bp 109 12,8 
vom Transkriptionsstart bis 
zur ersten Aminosäure der 
Sesquiterpensynthasen 

474 bp 158 
 

19,0 

Tab. 2.21 Größe der Expressionskonstrukte 
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Restriktionsschnittstellen in das Plasmid eingefügt. Stattdessen wurden überhängenden 

Enden durch eine Behandlung mit T4 DNA-Polymerase erzeugt, die komplementär zu den 

überhängenden Enden des Plasmids waren (s. 2.5.8). Eine Plasmidkarte befindet sich im 

Anhang. 

2.7.3.2 Expressionsbedingungen der rekombinanten Sesquiterpensynthasen 

Die Expression der in H. annuus identifizierten Terpen-Synthasen für in vitro 

Umsetzungsreaktionen erfolgte in E. coli. Da hierfür nativ gefaltetes und lösliches Protein 

nötig ist, wurden verschiedene E. coli Expressionsstämme (BL21 (DE3), Rosetta 2(DE3), 

Rosetta-gami B(DE3)) unter verschiedenen Bedingungen getestet und auf die Bildung 

löslicher rekombinanter Proteine hin untersucht. Für alle drei Proteine zeigte sich lösliches 

Protein nur, wenn diese als Fusionsproteine mit aminoterminalem Thioredoxin exprimiert 

wurden. In allen anderen Fällen wurden fast ausschließlich unlösliche Einschlußkörperchen 

gebildet. Die codierenden Nukleinsäuresequenzen für alle drei Proteine wurden hierzu in das 

Plasmid pET-32 EK/LIC kloniert. Die Expressionsbedingungen und verwendeten 

Bakterienstämme sind in Tab. 2.22 dargestellt. Für alle Expressionsversuche wurde LB-

Flüssigmedium mit Chloramphenicol und Carbenicillin als Selektionsmarker verwendet. Bis 

zum Erreichen der zur Induktion geeigneten optischen Dichte (OD) wurden die Bakterien bei 

37°C im Schüttler (Excella E24, New Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, USA) kultiviert. 

Anschließend wurden die Expressionskulturen für 30 min an die bei der Expression 

verwendeten Temperaturen adaptiert, bevor die Zugabe des synthetischen Induktors 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) erfolgte. Die 

Expression bei 10°C erfolgte in einem auf 4°C temperierten Kühlraum in einem Wasserbad-

Rundschüttler (Aquatron, Infors AG, Einbach, Schweiz), Expressionen bei 30°C wurden im 

Excella E24 Schüttler durchgeführt. 

 

 

exprimiertes 
Protein 

Bakterienstamm 
Induktion 

bei OD 
Expressions-
termperatur 

IPTG 
Konz im 
Medium 

Expressions-
dauer 

HaGAS1 
Rosetta-gami B 

(Novagen, 
Madison, USA) 

0,8-1,0 30°C 0,5 mM 4 h 

HaGAS2 
Rosetta-gami B 

(Novagen, 
Madison, USA) 

0,8-1,0 30°C 0,5 mM 4 h 

HaCS 
Rosetta 2 
(Novagen, 

Madison, USA) 
1,5-2,0 10°C 0,1 mM 20 h 

Tab. 2.22 Verwendete Expressionsbedingungen von E. coli zur Produktion von 
rekombinanten Sesquiterpensynthasen der Sonnenblume 
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2.7.3.3 Aufreinigung der heterolog exprimierten Proteine 

 
Waschpuffer 1: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0 
 
Waschpuffer 2: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 100 mM Imidazol, pH 8,0 
 
Elutionspuffer:  50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0 
 
Reaktionspuffer:  15 mM 3-(N-Morpholino)-2-hydroxypropansulfonsäure (MOPSO), 10 % 

Glycerin, 1 mM Ascorbinsäure, 10 mM MgCl2, 1 mM MnCl2, pH 7,0 

(modifiziert nach BENNETT et al. (2002); BERTEA et al. (2006)). 

 

Nach dem Ende des Expressionszeitraums wurden die E. coli-Kulturen portionsweise in 50 

ml Plastikröhrchen überführt (Sarstedt AG, Nümbrecht) und die Zellen sedimentiert (9000xg, 

5 min, 4°C). Der Überstand wurde jeweils verworfen und die Bakterien aus dem gesamten 

Kulturvolumen sukzessive im selben 50 ml Röhrchen abzentrifugiert. Der Niederschlag 

wurde anschließend sofort bei -25°C eingefroren und zwischengelagert. Für die Extraktion 

löslicher Proteine aus dem E. coli Bakterienpellet wurden pro 1 g Pellet 5 ml BugBuster 

Protein Extraction Reagent (Novagen, Merck KGaG, Darmstadt) zugegeben. Der Verdau 

freigesetzter Nukleinsäuren erfolgte durch 1 µl Benzoase (Novagen) je ml BugBuster-

Reagenz. Zur Zelllyse wurden die Ansätze für 20 min bei RT geschüttelt (Reax 2000, 

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach). Unlösliche Proteine und Zellbestandteile wurden 

bei 4°C mit 9000xg für 25 min pelletiert. Der Überstand, der die löslichen Proteine enthielt, 

wurde durch einen 45 µm Spritzenfilter gereinigt und in ein 15 ml Plastikröhrchen (Sarstedt 

AG, Nümbrecht) überführt. Anschließend erfolgte die Zugabe von 1,0 ml präequilibrierter Ni-

NTA-Agarose (50 % Suspension, Novagen) pro 5 ml BugBuster Reagenz. Zur Bindung der 

6xHis-Tag Sequenzen der rekombinanten Enzyme an die Ni-NTA-Agarose wurden die 

Ansätze für 60 min bei 4°C geschüttelt. Der gesamte Ansatz wurde in ein vertikal 

aufgehängtes Chromatographie-röhrchen (Novagen, Merck KGaG, Darmstadt) überführt, 

nach 10 min Sedimentationszeit wurde der ungebundene Anteil abgelassen. Um verbliebene 

ungebundene Proteine zu entfernen, wurden die Säulen zweimal mit 4 ml eiskaltem 

Waschpuffer 1 gespült. Bei der Aufreinigung von HaCS erfolgte ein dritter Waschschritt mit 4 

ml Waschpuffer 2. Die Elution des an die Ni-NTA-Matrix gebundenen His-Tag Proteins 

erfolgte durch fünfmalige Zugabe von je 500 µl eiskaltem Elutionspuffer. Die fünf Fraktionen 

wurden hierbei einzeln aufgefangen. Zur Konzentration der Proteinlösungen wurden 500 µl 

Elutionslösung durch Ultrazentrifugation in Vivaspin 500 Säulchen (Ausschlussgröße 30 kDa, 

Sartorius AG, Göttingen) auf 50 µl eingeengt (21000xg, 20 min, 4°C). Die Entsalzung und 

das Umpuffern erfolgten ebenfalls in den Vivaspin 500 Röhrchen durch mehrmalige Zugabe 

von Reaktionspuffer und erneutem Zentrifugieren (21000xg, 40 min, 4°C).  
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2.7.3.4 In vitro Enzym-Substrat-Umsetzungsreaktionen mit rekombinanten 

Sesquiterpensynthasen und dem Substrat Farnesylpyrophosphat 

Die funktionelle Charakterisierung von in E. coli heterolog exprimierten 

Sesquiterpensynthasen wurde in 750 µl Ansätzen in 2,0 ml Reaktionsgefäßen durchgeführt. 

Es wurden zwischen 200 und 400 µg rekombinantes und in Reaktionspuffer (15 mM MOPSO 

pH 7,0, 10 % Glycerin, 1 mM Ascorbinsäure, 10 mM MgCl2,,1mM MnCl2, modifiziert nach 

BENNETT et al. (2002) und BERTEA et al. (2006)) umgepuffertes Protein eingesetzt. Zum 

Reaktionsansatz wurde das Substrat Farnesylpyrophosphat (FPP, Sigma-Aldrich GmbH, 

München) in einer Endkonzentration von 50 µM zugegeben, das Volumen mit 

Reaktionspuffer auf 750 µl aufgefüllt und der Ansatz gemischt. Um die gebildeten 

Verbindungen zu extrahieren, wurden die Ansätze vorsichtig mit 250 µl n-Pentan 

überschichtet und für 60 min bei 30°C mit 100 rpm geschüttelt (Excellera E24, New 

Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, USA). Anschließend wurden die Ansätze kräftig 

gemischt (Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc., New York, USA), um im Puffer 

enthaltene Reaktionsprodukte in die Pentanphase zu überführen. Nach einem kurzen 

Zentrifugationsschritt wurde die Oberphase mittels Pipette abgenommen. Der 

Reaktionsansatz wurde erneut mit 250 µl Pentan überschichtet, ausgeschüttelt und die 

Pentanphasen vereinigt. Der Reaktionsansatz wurde ein drittes Mal mit 500 µl Pentan und 

Diethylether (1:4 v/v) ausgeschüttelt. Die Pentanphasen wurden über eine kurze, mit MgSO4 

überschichtete Aluminiumoxidsäule (60, neutral, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) in einer 

Pasteurpipette geleitet. Der Pentan-Diethyletherextrakt wurde ebenso über die Säule geleitet 

und mit dem Pentanextrakt vereinigt. Anschließend wurde das Säulchen mit 1,5 ml 

Diethylether gespült und dies mit den anderen Fraktionen vereinigt. Der Extraktionsansatz 

wurde unter einem leichten Stickstoffstrom auf ca. 50 µl aufkonzentriert. Für GC-FID 

Analysen wurde 1 µl dieses Konzentrates direkt eingespritzt. Für GC-MS Messungen wurden 

25 µl dieses Ansatzes mit 375 µl Pentan verdünnt und 1 µl pro gaschromatographischer 

Messungen injiziert (s. 2.7.6.5). 

2.7.3.5 Enterokinasebehandlung des rHaCS-Fusionsproteins 

Bei der Expression rekombinanter Enzyme im pET-32 Ek/LIC System ist die Entfernung des 

kompletten aminoterminalen Fusionsproteinanteiles genau vor der ersten Aminosäure des 

gewünschten rekombinanten Enzyms durch einen Verdau mit Enterokinase (EK) möglich 

(Erkennungssequenz: AspAspAspAspLys↓). Für die Herstellung von Antikörpern wurden die 

zusätzlich zum HaCS Protein im Fusionprotein enthaltenen N-terminalen Bereiche (His-Tag, 

Thioredoxin) proteolytisch entfernt, um möglichst spezifische Antikörper gegen das native 

Protein zu erhalten. 2 mg über Ni-NTA-Agarose aufgereinigte rekombinante HaCS (rHaCS) 

wurde hierzu in Vivaspin 500 Röhrchen (21000xg, 20 min, 4°C) aufkonzentriert und viermal 
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mit dem entsprechenden 1x EK-Reaktionspuffer (20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 

2mM MgCl2, pH 7.4) verdünnt um eine Entsalzung durch Ultrazentrifugation (21000xg, 25 

min, 4°C) zu erreichen. Das endgültige Proteinkonzentrat wurde auf 400 µl verdünnt und in 

ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. 40 U rekombinante Enterokinase (Novagen) wurden mit 

1x EK-Reaktionspuffer auf 100 µl verdünnt und zu den 400 µl rHaCS-Lösung zugegeben. 

Der proteolytische Verdau wurde bei RT für 5 Stunden unter gelegentlichem leichten 

Schütteln durchgeführt. Zum Entfernen der Protease wurde EKapture Agarose (Novagen, 

Merck KGaG, Darmstadt) verwendet. Laut Hersteller bindet rEK spezifisch an diese Agarose 

und konnte durch Zentrifugation entfernt werden. Hierzu wurden 1,0 ml EKapture-Agarose 

(50 % Suspension) bei 1000xg für 5 min sedimentiert. Der Überstand wurde durch 500 µl 1x 

EK-Reaktionspuffer ersetzt und wiederum sedimentiert. Zur Equilibrierung wurde dieser 

Schritt 2 weitere Male wiederholt. Anschließend wurde die Agarose mit 250 µl 1x EK-

Reaktionspuffer resuspendiert und in einen 2 ml Zentrifugationsfilter (Novagen) überführt. 

Der gesamte Ansatz des proteolytischen Verdaus wurde ebenfalls in den Zentrifugationsfilter 

pipettiert und mit diesem die Agarose resuspendiert. Zur Bindung der Enterokinase wurde 

der Ansatz 10 min bei RT unter leichtem Schütteln inkubiert und anschließend bei 1000xg für 

5 min zentrifugiert. Im Filter wurde die Agarose mit der gebundenen Protease zurück-

gehalten, während sich im Durchfluss das rekombinante HaCS und der entfernte N-terminale 

Abschnitt befanden. Zu den 500 µl Durchflussvolumen wurden 250 µl (50%ige Suspension) 

an präequilibierter Ni-NTA-Agarose gegeben um den N-terminalen Bereich des 

Fusionsproteins durch Bindung der darin enthaltenen 6xHis-Tag Sequenz zu entfernen. Die 

Bindung wurde bei 4°C unter leichtem Schütteln in einem 2,0 ml Reaktionsgefäß 

durchgeführt (60 min). Anschließend wurde die Suspension in ein Chromatographiesäulchen 

(Novagen) überführt, nach dem Absinken der Agarose wurde der Durchfluss abgenommen. 

Für die Herstellung der Antikörper wurde das aufgereinigte Protein HaCS in Vivaspin 500 

Zentrifugationsröhrchen in PBS-Puffer (150mM NaCl, 150 mM NaH2PO4, 5 mM MgCl2 pH 

7,2) für die Immunisierung umgepuffert (dreimalige Zentrifugation, 21000xg, 15 min).  

2.7.4 Antikörperherstellung 

Antikörper gegen HaCS wurden von der Firma Biogenes GmbH (Berlin) mit dem gelieferten 

Antigen rHaCS hergestellt. Mit dieser Lösung wurden 2 Kaninchen immunisiert. Das 

gelieferte Antiserum wurde mittels Western Blot auf Spezifität und Kreuzreaktionen getestet. 

2.7.5 Immunologischer Nachweis von H. annuus Sesquiterpen-

synthasen durch Western Blot 

Für Western Blot Experimente wurden partiell aufgereinigte Proteine oder Proteingemische 

in 1,5 mm Mini Gelen (10 % PAGE) elektrophoretisch aufgetrennt. Der Transfer der Proteine 
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auf Nitrocellulose geschah nach dem Semidry-Verfahren in einer Multiphor-Blottingapparatur 

(2117, LKB Bromma, Schweden) auf Nitrocellulose bei 150 mA (ECPS 3000/150, 

Pharmacia, Schweden) für 90 min. Nach dem Elektrotransfer wurde die Membran sofort für 1 

h in Blockierungslösung (1x TBS, 0,1 % Tween, 6 % Magermilchpulver (w/v)) bei RT 

geschwenkt (Neolab Shaker DRS-12, 30 rpm). Die Blockierungslösung wurde durch 10 ml 

primäre Antikörper-Lösung (1:5.000 Anti-HaCS in Blockierungslösung) ersetzt und unter 

Schütteln über Nacht bei 4°C an die Proteine gebunden. Die Membran wurde anschließend 

dreimal für 10 min mit 100 ml Waschlösung (1x TBS, 0,1 % Tween) unter Schütteln 

gewaschen. Zur Detektion des primären Antikörpers wurde die Nitrocellulosemembran in 

einer 1:10.000 Verdünnung des sekundären Antikörpers (Anti-Kaninchen-Meerrettich-

peroxidase gekoppelt, Sigma-Aldrich GmbH, München) für 1 h bei RT geschwenkt. Die 

Lösung des sekundären Antikörpers wurde abgegossen und der Blot dreimal für 10 min mit 

jeweils 100 ml Waschlösung unter leichtem Schwenken gewaschen. Die Detektion der 

Proteine erfolgte durch eine Chemilumineszenzreaktion der an den sekundären Antikörper 

gekoppelten Meerrettichperoxidase. Hierzu wurde der Blot für 2 min in einer Mischung aus 

13 ml ECL-1-Lösung (100 mM Tris-HCl pH 8,5; 0,2 mM p-Coumarsäure (Sigma-Aldrich 

GmbH, München); 5 mM 3-Aminophtalhydrazide (Fluka AG, Buchs, Schweiz) und 50 µl ECL-

2-Lösung (3 % H2O2) geschwenkt. Der Blot wurde aus der ECL-Lösung entnommen und in 

einer zurechtgeschnittenen Klarsichthülle in einer Röntgenkassette fixiert. Die Detektion der 

Chemilumineszenz erfolgte durch Belichtung von Röntgenfilm. 

2.7.6 Expression von Enzymen der Sesquiterpenbiosynthese in Hefen 

Zur Expression von Proteinen der Sesquiterpenbiosynthese in Hefen wurden Plasmide der 

pESC-Serie (Stratagene Inc., Cedar Creck, USA) verwendet (s. Tab. 2.19). Diese besaßen 

je Plasmid zwei „multiple cloning sites“ (MCS), die beide unter der Kontrolle eines durch 

Galaktose induzierbaren Promotors standen. Zur Expression von Proteinen, die in das high-

copy Plasmid pESC-Leu2d kloniert waren, wurden die Zellen in YPAD-Medium mit 0,2 % 

Glukose und 1,8 % Galaktose kultiviert. Da Hefen Glukose bevorzugt als Kohlenstoffquelle 

nutzen, wird Galaktose erst verstoffwechselt, nachdem die gesamte Glukose des Mediums 

aufgebraucht ist. Da es sich hierbei um eine aktive Aufnahme in die Zellen handelt, erfolgt 

die Aufnahme von Galaktose und damit die Induktion der Expression der auf den Plasmiden 

codierten Proteine erst nach circa 24 h. Insgesamt wurden die Hefezellen 4 Tage bei 30°C 

kultiviert, bevor die Produkte aus dem Kulturansatz aufgereinigt und analysiert wurden. Bei 

der Verwendung der Plasmide pESC-Leu und pESC-Ura erfolgte die Kultur der Hefen in 

einem selektiven SC-Drop-out Medium, ebenfalls mit 0,2 % Glukose und 1,8 % Galaktose 

als Kohlenstoffquelle und zur Induktion. 
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2.7.6.1 Extraktion der Produkte von HaGAS1, HaGAS2 und HaCS aus dem 

Kulturmedium 

Die Flüssigmedien wurden nach der Inokulation mit den transformierten 

Hefeexpressionsstämmen, mit 10 % des Kulturvolumens an Dodecan (Sigma-Aldrich GmbH, 

München) überschichtet. In der Dodecanschicht wurden die von den Hefen freigesetzten 

Sesquiterpene gelöst und somit von den Hefezellen abgetrennt. Nach dem Ende der 

Kulturzeit der Hefen wurde der gesamte Ansatz in 50 ml Plastikröhrchen abgefüllt und für 5 

min mit 10000xg zentrifugiert (Sorvall Legend RT, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

USA). Der Überstand wurde abgenommen und der Rest der Kultur verworfen. Für GC-MS 

und GC-FID Messungen wurden 10 µl des Dodecan-Überstandes mit 990 µl Ethylacetat in 

GC-Glasgefäßen (Agilent Inc., Mississauga, Kanada) gemischt und direkt für die GC-

Messung verwendet. 

2.7.6.2 Extraktion und Nachweis der Germacren A-Carboxylsäure aus dem 

Hefezellpellet 

Die Produkte der Germacren A Synthase HaGAS2 und den Cytochrom P450 

Monooxygenasen CYP71AVS oder CYP71AVL zusammen mit der Cytochrom P450 

Reduktase aus Artemisia annua wurden aus dem Zellpellet der entsprechenden 

Kulturansätze extrahiert. 200 ml Kulturmedium wurden nach einer 4-tägigen Kulturdauer 

sukzessive in einem 50 ml Plastikröhrchen pelletiert (9000xg, 5 min). Der Kulturüberstand 

wurde verworfen, das Pellet mit zweimal 2,5 ml Extraktionspuffer (50 mM Tris-HCl, pH 9,0, 

eingestellt mit 2 M NaOH) resuspendiert und gewaschen und die Hefezellen nach jedem 

Extraktionsschritt durch Zentrifugation pelletiert. Die Überstände wurden vereinigt. Für GC-

MS Messungen wurde 1 ml des vereinigten Extraktionspuffers mit 2 M HCl (ca. 23 µl) auf pH 

2,0 eingestellt um eine Protonierung der Carboxylgruppe zu erreichen. Die Germacren A-

Carboxylsäure wurde durch Ausschütteln mit 1x 500 µl und 2x 300 µl Ethylacetat (Sigma-

Aldrich GmbH, München) aus dem Puffer extrahiert. Zur Vorbereitung der GC-MS 

Messungen wurde der Extrakt mit 40 µl Trimethylsilyldiazomethan (Sigma-Aldrich GmbH, 

München) und 100 µl Methanol versetzt. Nach einer 30 minütigen Inkubation bei RT wurde 

die Lösung mit 5 µl Eisessig versetzt und nach der vollständigen Entfärbung direkt für GC-

MS Messungen verwendet. 

2.7.6.3 Aufreinigung membrangebundener Proteine aus S. cerevisiae 

Cytochrom P450 Proteine sind membranverankerte Enzyme. Zum Nachweis der Expression 

dieser Proteine in transgenen Hefen erfolgte die Isolation von Mikrosomen aus Hefezellen, 

um diese membrangebundenen Proteine für Western Blot Experimente anzureichern. 
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Für die Aufreinigung der mikrosomalen Proteine wurden Hefen in 250 ml selektivem Medium 

(SC) herangezogen. Es wurde mit 2 ml einer Hefe-Übernachtkultur angeimpft und für 50 h 

bei 30°C mit 200 rpm geschüttelt (Multitron 2, Infors AG, Bottmingen, Schweiz). 

Anschließend wurden die Zellen sukzessive in 50 ml Plastikgefäßen durch Zentrifugation 

(8000xg, 5 min, 20°C) pelletiert. Die Extraktion der Cytochrom P450 Proteine erfolgte wie bei 

POMPON et al. (1996) beschrieben. Der Überstand wurde entnommen und die Zellen in 10 ml 

TEK (10 mM Tris-HCl, pH 7,4, 1 mM EDTA, 100 mM KCl) resuspendiert und für 5 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Suspension wurde für 5 min mit 4700xg bei 20°C zentrifugiert 

und der Überstand anschließend entfernt. Die Zellen wurden in 800 µl TES-B (10 mM Tris-

HCl, pH 7,4, 1 mM EDTA, 0,6 M Sorbitol) resuspendiert und in ein 7 ml Plastikgefäß 

überführt. In das Gefäß wurden Glaskugeln (0,5 mm, Sigma-Aldrich GmbH, München) bis 

knapp unter den Flüssigkeitsstand gefüllt. Der Zellaufschluss erfolgte durch 10 min Schütteln 

bei 4°C mit einem MiniBeadBeater 8 (BioSpec Products Inc., Bartlesville, USA) bei 

maximaler Frequenz. Alle darauf folgenden Schritte wurden auf Eis durchgeführt. Nach dem 

Zellaufschluss wurden weitere 3 ml TES-B zugegeben, das Gefäß geschüttelt und der 

Überstand abgenommen. Die Zellfragmente und löslichen Proteine wurden durch weitere 3 

Waschschritte der Glasperlen mit jeweils 3 ml TES-B von den Glasperlen abgewaschen und 

in einem 30 ml Ultrazentrifugenröhrchen vereinigt. Intakte Zellen und Zellorganellen wurden 

bei 11000g für 10 min bei 4°C abzentrifugiert (RC-6 Plus, Sorvall Thermo Fisher Scientific 

Inc., Waltham, USA). Der Überstand wurde in neue Ultrazentrifugenröhrchen überführt. Zur 

Pelletierung der Mikrosomen wurde für 1 h bei 100000xg und 4°C zentrifugiert (Optima L-70 

mit Rotor Ti 55.2, Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA). Das Pellet wurde in 300 µl TEG (10 

mM Tris-HCl pH 7,4, 1 mM EDTA, 20 % (v/v) Glycerol) mit einer abgeschnittenen 

Pipettenspitze resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Durch Pipettieren 

mit Pipettenspitzen verschiedener Größen wurde das Pellet zerkleinert und die Lösung 

homogenisiert. 

2.7.6.4 Nachweis der Expression von CYP71AVS in Hefen durch Western Blot 

Bei der PCR-Amplifikation von CYP71AVS wurde durch eine entsprechend gewählte 

Primersequenz das Stoppcodon entfernt. Durch die Klonierung des PCR-Fragmentes in das 

Plasmid pESC-Ura wurde bei der heterologen Expression am carboxyterminalen Ende ein 

FLAG-Tag von 11 Aminosäuren angefügt. Dieses Flag-Tag diente als Epitop für einen 

entsprechenden Antikörper, mit dem dieses Protein durch Western Blot detektierbar wurde. 

Für den Nachweis der Expression von CYP71AVS in transgenen Hefen wurden mikrosomale 

Proteine verwendet (s. 2.7.6.3). Durch SDS-PAGE wurden je Probe (CYP71AVS, Negativ- 

und Positivkontrolle) 10 µg Protein aufgetrennt. Nach der elektrophoretischen Auftrennung 

wurde das Gel 2x in 20 ml ddH2O gewaschen und anschließend für 30 min in Towbin-Puffer 

(25 mM Tris, 192 mM Glycin, 10 % MeOH) äquilibriert. Ein passendes Stück PVDF-Membran 
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(Bio-Rad GmbH, München) wurde in 100 % MeOH befeuchtet und anschließend ebenfalls 

für 30 min in Towbin-Puffer äquilibriert. Der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran 

geschah nach dem Semidry-Verfahren (Trans-Blot SD Cell, Bio-Rad GmbH, München) bei 

13 V für 40 min. Nach dem Transfer wurde die Membran einmal mit ddH2O und zweimal für 5 

min mit TBS-T (500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 0,1 % Tween20 (v/v)) gewaschen. 

Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurde die Membran in TBS-T mit 5 % Blocking 

reagent (w/v, GE Healthcare GmbH, München) für 1 h bei RT geschwenkt. Nach 2 

Waschschritten mit TBS-T (je 10 min) unter Schütteln wurde die Membran in eine kleine 

Plastiktüte überführt und mit einer 1:10000 Verdünnung von primärem Anti-Flag-Antikörper 

(Sigma-Aldrich GmbH, München) in TBS-T mit 3 % (w/v) „Blocking reagent“ für 1 h 

geschüttelt. Die Membran wurde 3 x für 10 min in TBS-T unter Schwenken gewaschen, 

bevor der sekundäre Antikörper (anti-Maus IgG, Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, GE 

Healthcare GmbH, München) in einer Verdünnung von 1:10000 in TBS-T mit 3 % „blocking 

Reagent“ (w/v) hybridisiert wurde. Es folgten 4 weitere Waschschritte mit TBS-T (je 10 min) 

bevor die Membran mit 1 ml ECL-Plus Western Blotting Detection Reagent (GE-Healthcare) 

nach Anleitung des Herstellers überschichtet wurde. Nach 5 min wurde die Lösung von der 

Membran entfernt und die Chemielumineszenz wie unter 2.7.3.8 angegeben detektiert. 

2.7.6.5 Gaschromatographische Trennungen der Produkte mittels GC-MS 

und GC-FID 

Die GC-MS Messungen der Produkte der Terpensynthasen nach Expression in transgenen 

Hefen, sowie der Produkte des Expressionskonstruktes aus HaGAS2, CYP71AVS und 

Cytochrom-P450-Reduktase wurden an der Universität Calgary, Department of Biological 

Sciences, Kanada, in der Arbeitsgruppe von Dae-Kyun Ro durchgeführt. Es handelte sich 

um ein System der Firma Agilent Technologies GmbH (Böblingen) und bestand aus einem 

Gaschromatographen (Modell 6890N) mit angekoppeltem Massenspektrometer (5975B). Die 

Injektion der Proben erfolgte mit einem Autoinjektor (7683B, Agilent). Quantifizierungen der 

gebildeten Produkte wurden mit einem baugleichen System durchgeführt. Anstelle des 

Massenspektrometers wurden die Proben durch FID gemessen. Als Trägergas wurde in 

beiden Fällen Helium mit einer konstanten Flussrate von 1,0 ml min-1 benutzt. Die GC-MS-

Messungen wurden mit folgenden Einstellungen vorgenommen: Injektortemperatur: 250°C, 

Injektionsvolumen: 1,0 µl (splitless). Die Ofentemperatur wurde für 1 min konstant bei 40°C 

gehalten, anschließend in einem linearen Gradienten mit 10°C/min auf 250°C erhöht. Weiter 

wurde die Temperatur mit 30°C/min auf 300°C erhöht. Das Massenspektrometer wurde mit 

folgenden Parametern betrieben: Quadrupol-Temperatur: 150°C, Quelle: 230°C, 

Ionisierungspotenzial: 70 eV, Scan-Bereich: 50-500 Atommasseneinheiten. Als 

Chromatographiesäule kam eine HP-5MS Säule (30 m x 250 µm (Innendurchmesser) x 0,25 

µl Filmdicke, Agilent) zum Einsatz. Für Aufnahme und Auswertung der Ergebnisse wurde die 
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Software MSD ChemStation D.03.00.611 (Agilent) verwendet. Diese GC-MS Anlage wurde 

als GC-Anlage A bezeichnet.  

Die verwendete GC-MS Anlage am Institut für Chemie der Universität Hohenheim (Anlage B) 

unterschied sich von der oben aufgeführten GC-MS Anlage durch den verwendeten Detektor 

(MS5973, Agilent Technologies GmbH, Böblingen). Die eingesetzten Säulen und 

Messparameter waren identisch. Die Messungen wurden von Stefan Fox durchgeführt. 

Als dritte Anlage (bezeichnet als Anlage C) am Institut für Lebensmittelchemie der 

Universität Hohenheim, wurde ein GC3400 Gaschromatograph (Varian GmbH, Darmstadt) 

verwendet. Dieser war gekoppelt an ein Saturn 4D Ion-Trap Massenspektrometer (Varian). 

Die Trennung der Verbindungen erfolgte auf einer DB5-Säule (50 m x 320 µm 

(Innendurchmesser) x 0,25 µl Filmdicke, Agilent). Die Messungen wurden mit folgenden 

Parametern vorgenommen: Injektortemperatur: 250°C, Injektionsvolumen: 1,0 µl splitless, 

Flussrate des Helium-Trägergases: 1,0 ml min-1, Die Ofentemperatur wurde für 2 min auf 

50°C gehalten, anschließend mit 10°C min-1 auf 300°C erhöht und diese Temperatur für 3 

min gehalten. Detektortemperatur: 250°C, Scan Modus: EI, full scan mode. Die Messungen 

wurden von Thomas Kapp durchgeführt. 

2.7.7 Identifizierung der Produkte von HaGAS1, HaGAS2 und HaCS 

Die Identifizierung des Produktes von HaGAS1 und HaGAS2 erfolgte durch die Biosynthese 

von Germacren A in transgenen Hefen mittels Expression der charakterisierten Germacren 

A-Synthase LsLTC2 aus Lactuca sativa (BENNETT et al. 2002). Es erfolgte ein Vergleich der 

Retentionszeit und des erhaltenen Massenspektrums. 

Die Bestimmung von Produkten der Sesquiterpensynthase HaCS erfolgte, soweit möglich, 

durch einen Vergleich der durch GC-MS Messungen erhaltenen Massenspektren einzelner 

Signale mit in der NIST05 Mass Spectral Library (John Wiley & Sons Inc., Mississauga, 

Kanada) vorhandenen Referenzspektren. Die Datenbankangaben wurden, sofern 

Referenzverbindungen verfügbar waren, durch eine Analyse dieser Standardverbindungen 

unter Berücksichtigung der Massenspektren und Retentionszeiten überprüft. γ-Cadinen 

wurde durch die GC-Analyse eines Standards der Firma Sigma-Aldrich (München) bestimmt, 

zur Identifizierung von ß-Caryophyllen wurde ebenfalls eine authentische Referenzsubstanz 

(Fluka, Buchs, Schweiz) verwendet. Zum Nachweis von α-Copaen und α-Muurolen wurde 

ein Öl von Aloysia sellowii (erhalten von J. Degenhardt, Jena) verwendet, dessen 

Kohlenwasserstoffkomponenten identifiziert waren. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Flavonoidbiosynthese in den Trichomen der Sonnenblume 

3.1.1 Isolierung und Identifizierung von 5-Deoxynevadensin in den 

Trichomen von H. annuus 

Werden köpfchentragende Drüsenhaare des Sonnenblumenkultivars HA300 im 

Fluoreszenzmikroskop betrachtet, fällt eine sehr starke blaue Fluoreszenz vorwiegend 

innerhalb der sekretierten Substanzen in der Cuticularblase auf (Abb. 1.6). Diese starke 

Fluoreszenz konnte nicht auf Sesquiterpenlactone, den hauptsächlich von den glandulären 

Trichomen in die Cuticularblasen sekretierten Verbindungen, zurückgeführt werden. Aus den 

Drüsenhaaren der Antherenspitzen von 20 Blütenköpfen wurden die Inhaltsstoffe mit CH2Cl2 

extrahiert und mittels Flash-Chromatographie und HPLC getrennt (s. 2.3.1). Die Isolation 

erbrachte circa 2,5 mg der fluoreszierenden Hauptkomponente und deren spektroskopische 

Analyse führte zur Identifikation von 7-hydroxy-6,8,4’-Trimethoxyflavon (5-

Deoxynevadensin), einem neuen Naturstoffprodukt (Abb. 3.1). Diese Verbindung gehört mit 

dem unsubstituierten C5 im A-Ring zur seltenen Gruppe der 5-deoxy-Flavone. Die 

Strukturaufklärung erfolgte nach Aufreinigung der Substanz aus einem Blütenextrakt durch 
1H-NMR Spektroskopie in Kombination mit 1H-1H COSY Experimenten und NOE 

Messungen. Die 13C chemischen Shifts wurden indirekt durch HSQC und HMBC 

Experimente ermittelt (Tab. 3.1). Die Masse wurde durch hochauflösende 

Abb. 3.2 Absorptionsspektrum von 7-
hydroxy-6,8,4’-Trimethoxyflavon (fette 
Linie) und der Sesquiterpenlacton-
hauptkomponenten in den Trichomen 
von H. annuus HA300 (gemessen in 50 % 
MeOH). F: 15-hydroxy-3-dehydrodesoxy-
fruticin; N: 4,5-dihydro-Niveusin A (Enol-
form). 
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Abb. 3.1 Struktur von 7-hydroxy-
6,8,4’-Trimethoxyflavon. 
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Massenspektroskopie (HR-EIMS) mit m/z 328,0941 bestimmt, und stimmt mit der für die 

Summenformel C18H16O6 kalkulierten Masse von m/z 328,0947 überein. Die 

Absorptionsmaxima lagen bei: UV/VIS λmax (MeOH) 215 nm, 233 nm (Schulter), 271 nm und 

332 nm (Abb. 3.2). 

Die Quantifizierung des Flavons aus 200 mechanisch gesammelten Drüsenhaaren (4 

Wiederholungen) mittels HPLC ergab einen Gehalt von 1,3 ng 5-Deoxynevadensin für ein 

einzelnes Drüsenhaar (s. 2.3.3). Diese Menge entspricht ca. 1 % der gesamten in die 

Cuticularblase sekretierten Substanzen eines Trichoms nach Abschluss der Biosynthese in 

der postsekretorischen Phase. Neben 5-Deoxynevadensin als Hautkomponente konnten 

zwei weitere 5-Deoxyflavone durch 1H-NMR in den sekretierten Substanzen nachgewiesen 

werden. Diese tragen zusätzliche Methylgruppen am B-Ring des Moleküls, sind in den 

Trichomen aber nur in sehr geringen Mengen vorhanden. Deshalb war eine vollständige 

Strukturaufklärung dieser Substanzen nicht möglich. 

Ein Vergleich des Absorptionsspektrums von 5-Deoxynevadensin mit den Absorptions-

spektren der Sesquiterpenlacton-Hauptkomponenten in den Drüsenhaaren zeigte besonders 

im kurzwelligen, energiereichen UV-Wellenlängenbereich von 200-230 nm deutliche 

Übereinstimmungen (Abb. 3.2). Da Sesquiterpene die aufgenommene Strahlungsenergie 

selbst nicht in Form von Autofluoreszenz abgeben, könnte das Auftreten der Flavonoide in 

den Cuticularblasen einen UV-Schutz für die Sesquiterpenlactone darstellen. 

 

 

 

Position 1H (δ, mult; J [Hz]) 13C 
2  162.8 
3 6.72, s 105.5 
4  177.9 
5 7.41, s 99.4 
6  145.8 
7  143.9* 
8  135.3 
9  117.1 
10  146.0* 
1’  124.3 
2’ 7.91, d; 9.0 127.4 
3’ 7.00, d; 9.0 114.0 
4’  162.3 
5’ 7.00, d; 9.0 127.4 
6’ 7.91, d; 9.0 114.0 
7-OH 6.18, brs  
6-OMe 4.01, s 56.4 
8-OMe 4.18, s 61.5 
4’-OMe 3.90, s 55.4 

 

Tab. 3.1 1H- und abgeleitete 13C-NMR 
Spektraldaten von 5-Deoxynevadensin (CDCl3, 
500 MHz). 

*Zuordnung austauschbar, s: Singlet, d: Doublet, brs: 
breites Singlet. 
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3.1.2 Entwicklungsabhängige Expression von Genen des Phenyl-

propanstoffwechsels und der Flavonoidbiosynthese in den 

glandulären Trichomen der Sonnenblume 

Die Trichomisolierung bei Lamiaceen und Solanaceen geschah bisher vorwiegend durch das 

Abschlagen der Trichome von Blattoberflächen mittels Glaskugeln nach dem 

Schockgefrieren der Blätter in flüssigem Stickstoff (GERSHENZON et al. 1987; YERGER et al. 

1992; ZHANG & OPPENHEIMER 2004). Dies führte bei den genannten Pflanzenfamilien zu 

einer relativ sauberen Trichompräparation, jedoch stößt diese Methode bei Asteraceen an 

ihre Grenzen. Im Gegensatz zu den Trichomen der Lamiaceen und Solanaceen befinden 

sich auf vollständig entwickelten Blättern der Asteraceen keine biosynthetisch aktiven 

Trichome. Die Biosynthese der in die Cuticularblase sekretierten Inhaltsstoffe geschieht in 

frühen Phasen der Blattentwicklung, die den Einsatz der Glaskugelmethode zur 

Trichompräparation nicht erlauben, da die Blätter hierfür noch keine ausreichende Stabilität 

besitzen. Darüber hinaus ist eine Präparation von Trichomen in genau definierten 

Entwicklungsstadien von Blättern der Asteraceen nicht möglich. Gänzlich unmöglich ist bei 

der Verwendung von Blättern die Isolation von Trichomen vor dem Beginn der 

Biosynthesephase der sekretierten Substanzen, die morphologisch durch das Fehlen der 

Cuticularblase gekennzeichnet ist.  

Neben den Trichomen auf Blättern finden sich bei Asteraceen häufig Drüsenhaare in den 

Antherenanhängen der Röhrenblüten. Sie kommen dort wesentlich konzentrierter als auf 

Blättern vor und bieten den großen Vorteil, dass in verschiedenen Teilen des Blütenkorbes 

alle Trichomstadien auftreten und anhand des Fortschrittes der Blütenentwicklung 

identifiziert werden können. Durch die Präparation dieser Trichome aus den 

Antherenanhängen konnten erstmals alle Stadien von der prä- bis hin zur postsekretorischen 

Phase isoliert werden und standen für Untersuchungen des zeitlichen Verlaufes der 

sekundären Inhaltstoffbildung durch HPLC-Analysen zur Verfügung (GÖPFERT 2003). Für die 

Untersuchung der differenziellen Genaktivität im Laufe der Trichomentwicklung wurde dieses 

System nun ebenfalls verwendet, um die Bildung von Inhaltsstoffen nicht durch HPLC, 

sondern anhand auftretender mRNA Transkripte von Schlüsselenzymen der Flavonoid- und 

später der Sesquiterpenbiosynthese nachzuweisen. 

Das Flavon 5-Deoxynevadensin wurde durch HPLC-Experimente und 

Dünnschichtchromatographie-Analysen spezifisch in Extrakten aus Trichomen 

nachgewiesen. Die genauere Lokalisation, vorwiegend innerhalb der Cuticularblasen der 

Drüsenhaare, war durch Fluoreszenzmikroskopie darstellbar. Um zu untersuchen, ob die 

Biosynthese der Flavonoide auch direkt in den Trichomen stattfindet, wurden diese in 

verschiedenen Entwicklungsstadien aus den Antherenanhängen von Röhrenblüten der 

Sonnenblume präpariert und für RNA-Isolationen verwendet. Durch RT-PCR Experimente 
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Abb. 3.3 Differenzielle Genaktivität von Rubisco, PAL und der Chalkonsynthase in 
verschiedenen Entwicklungsstadien der Drüsenhaare aus den Antherenanhängen der 
Sonnenblume. (a) Schematische Darstellung eines Querschnittes durch einen Asteraceen-
Blütenkorb mit geschlossenen Blüten in frühen Entwicklungsstadien in der Mitte des Blütenkorbes 
und zunehmend weiter entwickelten Blüten Richtung äußerem Rand. (b) Mikroskopische Aufnahmen 
von Trichomen in repräsentativen Entwicklungsstadien von der präsekretorischen bis zur 
postsekretorischen Phase, welche aus den Antherenanhängen unterschiedlich entwickelter 
Röhrenblüten entsprechend der Entwicklungslinie im Blütenkorb entnommen wurden. Obere Reihe: 
lichtmikroskopische Aufnahmen; untere Reihe: fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen derselben 
Trichome. (c) Semiquantitative RT-PCR Experimente zum Nachweis der differenziellen Aktivität von 
Enzymen während der Trichomentwicklung anhand der transkribierten Gene. Die mRNA von 
Ubiquitin als konstitutiv exprimiertes Protein wurde als Positivkontrolle und interner Standard für die 
RT-PCR Experimente eingesetzt. Rubisco: Nachweis von Transkripten für die große Untereinheit der 
Rubisco als Nachweis aktiver Photosyntheseprozesse innerhalb der Trichomstielzellen. PAL: 
Nachweis des Transkriptes für PAL als Schlüsselenzym des Phenylpropanstoffwechsels. CHS: 
Amplifikation der in den Trichomen transkribierten mRNA nach Umschreibung in cDNA für die 
Chalkonsynthase als Schlüsselenzym der Flavonoidbiosynthese. 
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wurde für den Phenolstoffwechsel das Auftreten von Transkripten der 

Phenylalaninammonium-Lyase (PAL) und der Chalkonsynthase (CHS) untersucht. Als 

konstitutiv exprimiertes Kontrollgen und interner Standard wurde Ubiquitin verwendet. 

Zusätzlich wurde vorhandene Photosyntheseaktivität innerhalb der Drüsenhaarzellen durch 

das Auftreten von Transkripten der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase 

(Rubisco) untersucht, da sowohl in den licht- als auch in den fluoreszenzmikroskopischen 

Bildern Chloroplasten in den unteren Stielzellen der Trichome sichtbar waren. Zum Nachweis 

der photosynthetischen Kapazität dieser Trichomzellen wurde das Auftreten des Transkripts 

für die große Untereinheit der Rubisco untersucht. 

Für diese Experimente zur differenziellen Expression verschiedener Proteine im Laufe der 

Trichomentwicklung wurden ein präsekretorisches, 5 aufeinanderfolgende sekretorische und 

2 postsekretorische Trichomstadien untersucht. Hierzu wurden für jedes Stadium die 

Trichome aus den Antherenanhängen von 50 Blüten isoliert und die daraus gewonnene RNA 

(s. 2.4.2) zur cDNA Synthese (s. 2.5.2) eingesetzt. Um einheitliche Ausgangsmengen an 

cDNA für die anschließende semiquantitative RT-PCR zu bestimmen, wurden PCR-

Amplifikationen mit unterschiedlichen Verdünnungen der hergestellten cDNA vorgenommen 

(s. 2.5.6). Aus gleich starken Amplifikationsprodukten der mRNA für das konstitutiv 

exprimierte Ubiquitin wurde auf gleiche cDNA Ausgangsmengen geschlossen (Abb. 3.3).  

Transkripte für Ubiquitin waren in allen untersuchten Trichomstadien nachweisbar, im 

Gegensatz dazu war für die große Untereinheit der Rubisco eine starke Transkriptionsrate 

nur bis zum Ende der sekretorischen Phase detektierbar. In der postsekretorischen Phase 

wurde die Abnahme der Genexpression durch schwächere Banden nach einer PCR-

Amplifikation deutlich. Ähnlich verhielt sich die Transkription von PAL, dem Schlüsselenzym 

des Phenylpropanstoffwechsels, jedoch mit dem Unterschied, dass die Transkriptmenge für 

dieses Protein erst zu einem späteren Stadium abnahm. In der letzten 

Trichomentwicklungsphase war analog zur Rubisco nur noch sehr wenig Transkript für PAL 

nachweisbar. Die Chalkonsynthase, das Schlüsselenzym der Flavonidbiosynthese, zeigte 

ein gegenüber den anderen untersuchten Genen unterschiedliches Expressionsverhalten. In 

der präsekretorischen Phase konnte keine mRNA nachgewiesen werden, die ersten 

schwachen Produkte zeigten sich mit dem Eintritt der Trichome in das sekretorische 

Entwicklungsstadium. Bis auf das vierte sekretorische Stadium blieb die Transkriptmenge 

vergleichsweise gering. Jedoch zeigte sich in diesem vierten sekretorischen Stadium ein 

starker Anstieg der mRNA für CHS, die in den darauf folgenden Stadien wieder deutlich 

zurückging. Dieses Ergebnis der stark regulierten Expression der CHS zeigte sich bei 

wiederholten RT-PCR Reaktionen in konstanter Form. Auch eine Neukonstruktion der Primer 

zur Amplifikation dieses Gens zeigte keine Veränderung im Ergebnis. Die Resultate der 

semiquantitativen RT-PCR zeigten eine stark regulierte Genaktivität mit deutlichen 
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Unterschieden zwischen verschiedenen Biosynthese- und Stoffwechselwegen innerhalb des 

Trichomlebenszykluses.  

3.1.3 Identifizierung von Sesquiterpensynthasen 

Sesquiterpenlactone stellen die typischen sekundären Inhaltsstoffe der Asteraceen dar. 

Schlüsselenzyme ihrer Biosynthese sind die Sesquiterpensynthasen, die aus dem linearen 

Vorläufermolekül Farnesylpyrophosphat (FPP) das erste zyklische Produkt formen.  

Da bisher keine Nucleotid- oder Aminosäuresequenzen für Sesquiterpensynthasen der 

Sonnenblume bekannt waren, galt es zunächst diese zu identifizieren, um später eine 

funktionelle Charakterisierung durchführen zu können. Für diese Versuche wurden RNA aus 

den Trichomen von H. annuus cv. HA300 verwendet. Zur Identifizierung erster 

Sequenzabschnitte wurden degenerierte Primer eingesetzt, die zuvor schon erfolgreich für 

die Identifizierung von Germacren A-Synthasen in Cichorium intybus verwendet worden 

waren (DE KRAKER et al. 1998). Die PCR-Amplifikation von cDNA (s. 2.5.3.2), die aus 

Trichom-RNA (s. 2.4.2) synthetisiert wurde, zeigte zwei Banden im erwarteten 

Größenbereich von circa 550-650 bp (Abb. 3.4). Nach einer Sequenzierung der PCR-

Fragmente zeigten die abgeleitete Aminosäuresequenzen beider DNA-Amplifikate eine hohe 

Sequenzähnlichkeit zu Sesquiterpensynthasen anderer Asteraceen wie C. intybus und 

Lactuca sativa (s. Abb. 3.8). Um die vollständigen kodierenden mRNA-Sequenzen beider 

Sesquiterpensynthasen zu identifizieren wurden 3’-und 5’-RACE Experimente durchgeführt 

(s. 2.5.3.3). Die mRNA Sequenz der ersten H. annuus Sesquiterpensynthase wies eine 

 

Abb. 3.4 PCR-Amplifikate aus cDNA von Trichomen 
mit degenerierten Primern für Sesquiterpen-
synthasen. Der PCR-Reaktionsansatz wurde in einem 
10 % Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und zeigte die 
Amplifikation von zwei Banden im erwarteten 
Größenbereich (Spur C,   ). Beide Banden wurden 
extrahiert und vor der Sequenzierung reamplifiziert 
(Spur A und B). L: Leiter.  
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Gesamtlänge von 1913 bp auf, mit einem offenen Leserahmen von 1680 bp Länge 

(entspricht 559 Aminosäuren). Dieses Gen wurde als HaGAS1 (Helianthus annuus 

Germacren A-Synthase 1)bezeichnet. Die mRNA-Sequenz der zweiten identifizierten 

Sesquiterpensynthase (HaCS, Helianthus annuus Cadinen Synthase) besaß eine Länge von 

1944 bp mit einem offenen Leserahmen von 1668 bp (555 Aminosäuren). Beide mRNA-

Sequenzen enthielten sowohl 3’- wie auch 5’-seitig untranslatierte Regionen sowie einen 

Poly(A)-Schwanz.  

3.1.4 Die genomischen DNA Sequenzen der Sesquiterpensynthasen 

und Identifizierung von HaGAS2 

Zur systematischen Einordnung der Synthasen (BOHLMANN et al. 1998; TRAPP und CROTEAU 

2001) wurden die genomischen DNA-Sequenzen (gDNA) der beiden identifizierten 

Sesquiterpensynthasen der Sonnenblume bestimmt. Hierzu wurde die Sequenz vom Start- 

bis zum Stoppcodon analysiert. Der gDNA Bereich wurde mit verschiedenen spezifischen 

Primerpaaren abschnittsweise amplifiziert und nach Sequenzierung der einzelnen 

Fragmente anhand überlagernder Bereiche zusammengesetzt (s. 2.5.5). Für HaCS ergaben 

die PCR-Reaktionen jeweils eine einzelne Bande. Im insgesamt 2791 bp langen Gen HaCS 

konnten 6 Introns identifiziert werden (Abb. 3.6). Die Sequenzen der Exonbereiche stimmten 

mit der mRNA-Sequenz überein. 

Die Amplifikation eines Sequenzabschnittes von HaGAS1 auf Ebene der gDNA zeigte nach 

gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte entgegen den Erwartungen zwei 

Banden unterschiedlicher Größe (Abb. 3.5). Die Sequenzanalyse beider Banden wies auf 

das Vorhandensein von zwei unterschiedlichen gDNA-Bereichen im Genom von H. annuus 
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1500 
 
 
 

1000 
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500 

L    cDNA   gDNA  

Abb. 3.5 PCR-Amplifikation von cDNA und genomischer DNA 
mit spezifischen Primern für HaGAS1. Die Amplifikation von 
cDNA zeigte eine einzelne Bande (cDNA), während die 
Verwendung desselben Primerpaares bei gDNA zu 2 PCR-
Fragmenten führte (gDNA). L: Markerbanden (in bp). 
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HA300 hin, deren Nukleotidsequenzen eine sehr hohe Identität in den Exonbereichen 

aufwiesen, aber deutliche Unterschiede in Sequenz und Größe der Introns zeigten. Die 

vollständige Sequenzierung beider genomischer Abschnitte führte zur Identifizierung einer 

weiteren Sesquiterpensynthase (Helianthus annuus Germacren A-Synthase 2, HaGAS2), die 

durch die Amplifikation von cDNA nicht aufgedeckt wurde (s. 3.2.1). Die mRNA- und 

Aminosäuresequenz dieser weiteren Synthase wurde durch einen Vergleich mit den Intron- 

und Exonabschnitten der gDNA von HaGAS1 ermittelt. Auf diese Weise konnte für HaGAS2 

ein offener Leserahmen von ebenfalls 1680 bp bestimmt werden, welcher für ein Protein von 

64,4 kD (559 Aminosäuren) kodiert.  

Die genomischen Sequenzen besaßen Längen von 2826 bp für HaGAS1 und 3312 bp für die 

zusätzlich erhaltene Sequenz HaGAS2. Der Unterschied in der Sequenzlänge kam vor allem 

durch zusätzliche Sequenzabschnitte in den Introns 2 und 4 von HaGAS2 zustande (Abb. 

3.6).  

Alle drei Sesquiterpensynthasen der Sonnenblume zeigten dieselbe Genstruktur aus sieben 

Exons und sechs intervenierenden Introns. Nach der Einteilung von TRAPP und CROTEAU 

(2001) sind sie somit zu den evolutiv spät entstandenen Terpensynthasen der Klasse III zu 

rechnen, beziehungsweise den Enzymen der Tpsa-Genfamilie zuzuordnen (BOHLMANN et al. 

1998).  

 

 

 

 

 

3.1.5 Vergleich der genomischen Sequenz von HaGAS1 und HaGAS2 

mit den homologen Genen eines Wildtyps von Helianthus 

annuus 

Für die Identifizierung der Sesquiterpensynthasen der Sonnenblume wurde das Kultivar 

HA300 insbesondere aufgrund der im Vergleich zu anderen Zuchtformen sehr hohen Zahl an 

Drüsenhaaren in den Antherenanhängen ausgewählt. Da in dieser Zuchtform zwei 

HaCS 271 376 127 219 249 294 132 249 111 108 121 79 455 

HaGAS2 294 252 271 357 376 139 267 219 354 318 249 84 132 
3312 bp 

HaGAS1 271 376 139 219 249 294 228 174 250 102 309 83 132 
2826 bp 

2791bp 

 

294 

Abb. 3.6 Schematische Darstellung der Exon-Intron-Struktur von HaCS, HaGAS1 und 
HaGAS2 vom Start- (links) bis zum Stoppcodon (rechts) des jeweiligen Gens. Die grauen 
Kästen repräsentieren Exonbereiche, die Linien Introns. Die Sequenzlänge ist in Basenpaaren für 
jedes Intron und Exon angegeben. Die Größe der Kästen und Linien repräsentiert die Sequenzlänge 
des jeweiligen Elements. Die Gesamtlänge des genomischen Abschnittes ist links unter der 
Sequenzbeschriftung aufgeführt.  
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Germacren A-Synthasen nachgewiesen wurden (HaGAS1, HaGAS2), sollte durch die 

Analyse der genomischen DNA des Wildtyps von H. annuus untersucht werden, ob es sich 

um ein züchterisches Ergebnis handelt oder ob beide Enzyme auch natürlicherweise im 

Genom von H. annuus codiert vorliegen. 

Da keine keimungsfähigen Samen des Wildtyps von H. annuus zur Verfügung standen, um 

diese Untersuchungen auf cDNA Ebene durchzuführen, wurde genomische DNA aus 

Achänen von Herbarbelegen des Wildtyps von H. annuus isoliert, die 1988 in Arizona 

gesammelt worden waren (s. 2.1.2). Zum Vergleich mit HA300 wurden die ersten drei Exons 

und Introns herangezogen, die durch PCR amplifiziert wurden. Für die PCR-Reaktionen 

wurden Primerpaare eingesetzt, die an identische Sequenzabschnitte von HaGAS1 und 

HaGAS2 binden, um beide Gene in einer Reaktion zu amplifizieren (s. 2.5.5). Wie bei HA300 

zeigte eine elektrophoretische Auftrennung der PCR 2 Banden unterschiedlicher Größe, 

diese wurden kloniert, sequenziert und konnten durch Sequenzvergleiche mit den bereits 

vorliegenden genomischen DNA Daten von HA300 den Genen HaGAS1 und HaGAS2 

zugeordnet werden (Abb. 3.7). Zur Unterscheidung der Sequenzen wurden die genomischen 

Abschnitte des Wildtyps als wHaGAS1 und wHaGAS2 bezeichnet. 

HaGAS1 90 125 44 
228 174 250 

225 175 270 

100% 96,7% 97,6% 

90 125 44 
95,9% 98,3% 92,0%1 

wHaGAS1 

E1     I1         E2         I2         E3              I3 

HaGAS2  252 90 357 125 267 44 

wHaGAS2 
252 351 212 

96,6% 
100% 97,8% 

95,1%2 
96,8% 

78,9%3 
90 125 44 

E1        I1          E2            I2               E3            I3 

Abb. 3.7 Vergleich der ersten drei Introns und Exons von HaGAS1 und HaGAS2 zwischen 
H. annuus cv. HA300 und einem Wildtyp von H. annuus aus Arizona/USA. Als wHaGAS sind 
die DNA-Bereiche des Wildtyps bezeichnet. Die Kästen repräsentieren Exons (E1-E3), die Linien 
Introns (I1-I3). Die Zahlen in den Kästchen geben die Anzahl der im jeweiligen Exon kodierten 
Aminosäuren an, die Nummern oberhalb der Intronlinien zeigen die Zahl der Nukleotidbasenpaare 
für jedes Intron an. Die Prozentzahlen geben die Sequenzidentität zwischen dem DNA-Abschnitt 
von HA300 und dem Wildtyp wieder. Bei Introns wurde dafür die Nukleotidsequenz zugrunde 
gelegt, bei Exons die abgeleitete Aminosäurensequenz verwendet. Bei der Berechnung der 
Ähnlichkeit zwischen den sich jeweils entsprechenden Introns wurden zusätzlich vorkommende 
Nukleotide in einem Intron als Unterschiede gewertet. 
 

1 HaGAS1 besitzt in Intron 3 einen Sequenzabschnitt von zusätzlich 20 bp Länge. Die Identität des restlichen 
Sequenzabschnitts zu wHAGAS1 beträgt 97,6%. 2 HaGAS2 besitzt einen Einschub von 6 bp in Intron 2. 
Ohne dieses Insert beträgt die Identität 97,2 %. 3 HaGAS2 trägt einen zusätzlichen Sequenzabschnitt von 55 
bp Länge. Die Sequenzidentität der restlichen DNA Sequenzen zueinander beträgt 99,5 %.  
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Der Vergleich der Sequenzidentitäten der jeweils homologen Gene zwischen Wildtyp und 

Kultivar HA300 ergab für die untersuchten DNA-Abschnitte sowohl für die Exons, als auch 

die Introns sehr hohe Übereinstimmungswerte. Die Länge der einzelnen Exonsequenzen von 

Kultivar und Wildtyp waren für beide untersuchten DNA-Abschnitte identisch und wiesen 

bezüglich der abgeleiteten Aminosäuresequenzen mit Identitätswerten von jeweils über 96 % 

eine sehr hohe Übereinstimmung auf. Die Intronsequenzen variierten etwas stärker. So war 

zum Beispiel in Intron 3 des genomischen Abschnitts von HaGAS1 in der Sequenz von 

HA300 ein zusätzlicher 55 bp langer Bereich vorhanden, der sich im Wildtyp-Intron nicht 

wiederfand. Die restlichen Sequenzabschnitte dieses Introns waren nahezu identisch (99,5 

%).  

Es konnte somit gezeigt werden, dass die im Kultivar HA300 identifizierten 

Sesquiterpensynthasen HaGAS1 und HaGAS2 auch im Wildtyp vorkommen und nicht das 

Ergebnis eines züchterischen Eingriffs darstellen. Die sehr hohe Sequenzidentität zwischen 

Wildtyp und HA300 in den untersuchten Exonbereichen lässt zudem auf eine gleiche 

Funktionalität der codierten Proteine schließen. 

3.1.6 Vergleich der Sequenzen von HaGAS1, HaGAS2 und HaCS mit 

anderen Sesquiterpensynthasen 

Die Gene und die dadurch kodierten Proteine wurden nach den Umsetzungsprodukten der 

Enzyme bezeichnet: „HaGAS“ Helianthus annuus Germacren A-Synthase, HaCS. Helianthus 

annuus Cadinen-Synthase. Da zwei Germacren A Synthasen identifiziert werden konnten, 

wurden diese als HaGAS1 und HaGAS2 unterschieden. Die entsprechenden Gene HaGAS1, 

HaGAS2 und HaCS codieren für Proteine mit für Terpensynthasen charakteristischen 

Merkmalen und Sequenzmotiven (Abb. 3.8). Die kalkulierten Molekulargewichte (HaGAS1: 

64,4 kD; HaGAS2: 64,4 kD; HaCS: 64,2 kD) lagen im Bereich der Molekulargewichte 

anderer pflanzlicher Sesquiterpensynthasen (BACK & Chappell 1995; BOHLMANN et al. 1998; 

STARKS et al. 1997). Eine Analyse der von der mRNA-Sequenz abgeleiteten 

Proteinsequenzen mit Programmen zur Signalpeptid-Vorhersage (s. 2.5.19) erbrachte keine 

Hinweise auf das Vorhandensein möglicher Signalpeptide, somit handelt es sich bei den 

Enzymen mit hoher Wahrscheinlichkeit um nicht sekretierte Proteine, deren Lokalisierung im 

Zytoplasma zu erwarten ist. Das für Terpensynthasen charakteristische DDxxD-Motiv, eine 

hochkonservierte Bindestelle für Magnesiumionen, wurde in allen drei identifizierten 

Proteinen gefunden. Auch das 35 Aminosäuren stromaufwärts gelegene RxR-Motiv war in 

allen Synthasen vorhanden. 

Die von den mRNA-Sequenzen abgeleiteten Aminosäuresequenzen zeigten eine 

Sequenzidentität von 95,2 % zwischen HaGAS1 und HaGAS2. Beide Germacren A-

Synthasen wiesen eine Sequenzidentität von ca. 62,5 % auf Ebene der Aminosäuren 
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gegenüber HaCS auf. Die hohe Sequenzähnlichkeit zwischen HaGAS1 und HaGAS2 

deutete auf eine ähnliche katalytische Funktion hin, während der Unterschied zu HaCS eine 

andere Funktion dieses Proteins nahelegte. 

Gegenüber den charakterisierten Germacren A-Synthasen aus C. intybus und L. sativa 

 

DDxxD RxR

Abb. 3.8 Vergleich der abgeleiteten Aminosäuresequenz von HaGAS1, HaGAS2, HaCS und der 
Germacren A- Synthasen von Lactuca sativa (LsLTC2, Genbank accession number: AAM11627) und 
Cichorium intybus (CiGAS, Genbank accession number: AAM21659), sowie der 5-epi-Aristolochen-
Synthase aus Nicotiana tabacum (TEAS, Genbank accession number: AAM11627). TEAS war die 
erste identifizierte Terpensynthase und ist die einzige Sesquiterpensynthase, von welcher eine 
Röntgenstrukturanalyse vorliegt. Schwarz hinterlegte Aminosäuren sind in allen Sequenzen identisch, 
dunkelgraue in fünf und hellgraue in vier. Die hochkonservierten DDxxD- und RxR-Motive sind 
gekennzeichnet. 
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zeigten HaGAS1 und HaGAS2 mit 87-88 % Sequenzidentität und Sequenz-

ähnlichkeitswerten (Identität plus isofunktionelle Aminosäuren) von 93-94 % hohe 

Übereinstimmungen hinsichtlich des biochemischen Aufbaues der Proteine. HaCS zeigte mit 

40 % Sequenzähnlichkeit gegenüber den einzigen bisher charakterisierten Cadinen-

Synthasen von Gossypium hirsutum und G. arboreum (δ-Cadinen-Synthasen, Genbank 

accession numbers: X96429, Y18484) eine deutlich niedrigere Identität als gegenüber 

HaGAS1 und HaGAS2. Die höchsten Übereinstimmungswerte von HaCS zu in öffentlichen 

Datenbanken vorhandenen Einträgen zeigten sich ebenfalls zu den Aminosäuresequenzen 

der Germacren A-Synthasen von L. sativa und C. intybus. 

 

3.2 Gewebespezifische Transkriptanalyse der Sesquiterpen-

synthasen 

Das Auftreten von Transkripten der identifizierten Sesquiterpensynthasen in verschiedenen 

Geweben der Sonnenblume wurde mittels semiquantitativer RT-PCR bestimmt (s. 2.5.6). Als 

Positivkontrolle diente wiederum das konstitutiv exprimierte Ubiquitin (s. 3.1.2). Untersucht 

wurde cDNA aus Wurzeln, Stängeln, Kotyledonen, jungen und alten Blättern, Strahlenblüten 

und Trichomen des Sonnenblumenkultivars HA300. 

Die Ergebnisse (Abb. 3.9) zeigten Transkripte des internen Standards Ubiquitin in allen 

untersuchten Gewebetypen. Über die einheitliche Amplifikationsstärke des Ubiquitin-

Produktes wurden einheitliche cDNA Ausgangsmengen für alle PCR-Reaktionen definiert. 

Das Transkript für die Farnesylpyrophosphatsynthase (FPPS), als Enzym für die Bildung des 

linearen Ausgangsproduktes FPP der Sesquiterpenbiosynthese aus Dimethylallyldiphosphat 

(DMAPP) und Isopentenylpyrophosphat (IPP) war in allen Geweben außer den Kotyledonen 

nachzuweisen. Die mRNAs für die im Biosyntheseweg nachgeschalteten Enzyme HaGAS1, 

HaGAS2 und HaCS fanden sich in Wurzeln, jungen Blättern sowie Trichomen. In Stängeln, 

Strahlenblüten und Kotyledonen waren keine Transkripte detektierbar. Aufgrund der hohen 

Sequenzidentiät zwischen HaGAS1 und HaGAS2 war eine Unterscheidung dieser beiden 

Gene durch selektive PCR-Amplifikation nicht möglich. Amplifikationsprodukte mit Primern 

für HaGAS zeigten somit sowohl die Expression von HaGAS1 wie auch von HaGAS2 an. Die 

stärkste Expression von HaGAS konnte in Trichomen nachgewiesen werden, weniger stark 

in jungen und alten Blättern und nur schwach in Wurzeln. Das Expressionsmuster von HaCS 

verhielt sich ähnlich, aber nicht identisch, wie HaGAS. Die mit Abstand stärkste 

Transkriptionsrate war auch hier in Trichomen nachzuweisen. In Wurzeln zeigten die PCR-

Ergebnisse dagegen eine etwas geringere Expression dieses Gens, in alten Blättern konnte 

gegenüber HaGAS keine mRNA für HaCS nachgewiesen werden. Die im Vergleich zu den 

anderen Gewebetypen sehr starken Amplifikationsprodukte der Sesquiterpensynthasen 
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HaGAS und HaCS für Trichom-RNA zeigten deutlich die primäre Lokalisation dieser Enzyme 

in den glandulären Drüsenhaaren. Die in den Blattproben sichtbaren Banden für HaGAS und 

HaCS waren wahrscheinlich auf die Aktivität dieser Gene in Trichomen auf den Blättern 

zurückzuführen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.1 Nachweis der Transkripte von HaGAS1 und HaGAS2 in 

Trichomen und Wurzeln 

Da die Transkripte von HaGAS1 und HaGAS2 aufgrund der hohen Sequenzidentität nicht 

durch selektive PCR-Amplifikation unterscheidbar waren, wurde zur Untersuchung der 

Expression beider Gene im Wurzelbereich und in den Trichomen ein Restriktionsexperiment 

durchgeführt (s. 2.5.7). HaGAS1 kann - anders als HaGAS2 - durch das Restriktionsenzym 

PauI geschnitten werden, nicht aber durch DraI, welches aber HaGAS2 schneidet (Abb. 

3.10). Zum Verdau wurde die gesamte codierende Sequenz beider Germacren A-Synthasen 

durch PCR aus cDNA von Trichomen und Wurzeln amplifiziert und anschließend selektiv 

verdaut. Der Restriktionsverdau von PCR-Produkten der Germacren A-Synthasen zeigte 

Restriktionsfragmente in den erwarteten Größen, sowohl beim Verdau mit PauI, als auch bei 

der Verwendung von DraI (Abb. 3.11). Die Bande von 274 bp nach Verdau von HaGAS2 mit 

DraI war aufgrund der geringen DNA-Menge nur sehr schwach als Bande im Bereich der 300 

Abb. 3.9 Transkriptanalyse der Sesquiterpensynthasen in verschiedenen Gewebetypen der 
Sonnenblume. Das konstitutiv exprimierte Gen für Ubiquitin diente als interner Standard. Die 
Amplifikate für HaGAS repräsentieren mRNA von HaGAS1 und HaGAS2, da eine selektive 
Amplifikation durch die hohe Identität der DNA-Sequenzen nicht möglich war. Für alle Reaktionen 
wurden genspezifische Primer verwendet. FPPS: Amplifikation der cDNA für die 
Farnesylpyrophosphatsynthase. 
Wu: Wurzel; St: Stängel; Ko: Kotyledone; jB: junge Blätter; aB: alte Blätter; Sb: Strahlenblüten; Tri: 
Trichome. L: Leiter in bp. 
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bp Leiterbande zu erkennen. Die Differenz im Laufverhalten gegenüber der erwarteten 

Größe war auf das Vorhandensein von Reaktionspuffer aus den Restriktionsverdaus 

zurückzuführen. Bei diesem Experiment wurde der Restriktionsverdau direkt mit Ladepuffer 

versetzt und aufgetragen. Die finale Ionenzusammensetzung störte aber insbesondere das 

Migrationsverhalten von kleineren Banden in Agarosegelen. 

Die Gelbilder (Abb. 3.11) zeigten sowohl für die PCR-Amplifikate aus Trichomen, als auch für 

die aus Wurzeln, das Vorhandensein beider Sesquiterpensynthasen und wiesen damit die 

Expression beider Gene nach. Für alle Versuche zur Expression dieser zwei Gene in 

Wurzeln und Trichomen konnte somit davon ausgegangen werden, dass dem 

Amplifikationsprodukt HaGAS die mRNA von HaGAS1 und HaGAS2 zugrunde lag. 

3.2.2 Entwicklungsabhängige Expression der Sesquiterpensynthasen 

in den glandulären Drüsenhaaren der Sonnenblume 

Neben der gewebespezifischen Expression der Sesquiterpensynthasen konnte hier zum 

ersten Mal die Genexpression in verschiedenen Stadien der Trichomentwicklung bei 

Asteraceen untersucht werden. Hierzu wurde das Entwicklungsstadium der Röhrenblüten 

durch Analyse der Pollenentwicklung und der Blütengröße bestimmt (GÖPFERT 2003). Die 

damit einhergehende Trichomentwicklung wurde von diesen morphologischen Parametern 

abgeleitet und mikroskopisch kontrolliert. Die Versuche wurden wie unter 3.1.2 beschrieben 

 
 DraI PauI 

nicht 
verdaut 

nicht 
verdaut 

Trichome 

Abb. 3.11 Nachweis der Expression von 
HaGAS1 und HaGAS2 in Trichomen und 
Wurzeln durch Restriktasen. Verdaut wurde 
ein durch PCR erzeugtes Amplifikat des 
gesamten codierenden Bereiches von 
HaGAS1 und HaGAS2, als Matrize für die 
PCR diente entweder cDNA aus Trichomen 
(links) oder Wurzeln (rechts). L: Leiter in bp. 

HaGAS2 

DraI 

1680 bp 
HaGAS1

PauI  

TAA 
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Abb. 3.10 Lage der Restriktionsschnittstellen 
von DraI und PauI auf den codierenden 
Sequenzbereichen von HaGAS1 und HaGAS2.  
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Abb. 3.12 Differenzielle Genaktivität von Ubiquitin, der FPP-Synthase, HaGAS (1 und 2), sowie 
HaCS. (a) Schematische Darstellung eines Querschnittes durch den Blütenkorb der Sonnenblume mit 
geschlossenen Blüten im Zentrum des Blütenkorbes und zunehmend entwickelten Blüten Richtung 
äußerem Rand. (b) Mikroskopische Bilder von Trichomen verschiedener Entwicklungsstadien von der 
präsekretorischen bis zur postsekretorischen Phase, die aus den Antherenanhängen unterschiedlich 
entwickelter Röhrenblüten entlang der Entwicklungsreihe innerhalb des Blütenkorbes entnommen 
wurden (siehe a). Oben: lichtmikroskopische Aufnahmen; unten: fluoreszenzmikroskopische Bilder. (c) 
Ergebnisse semiquantitativer RT-PCR Experimente zum Nachweis der differenziellen Genaktivität 
verschiedener Enzyme anhand der vorhandenen Transkripte. Ubiquitin: als konstitutiv exprimiertes Gen 
und interner Standard. FPP-Synthase: Farnesyldiphosphat-Synthase. HaGAS: Germacren A-Synthasen 
1 und 2. HaCS: Cadinen-Synthase. Linke Spur: Größenmarker in bp. 
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durchgeführt. Für die Untersuchung der Expression von Ubiquitin, der FPP-Synthase, der 

Sesquiterpensynthasen HaGAS1, HaGAS2 und HACS wurden wiederum ein 

präsekretorisches, 5 aufeinanderfolgende sekretorische und 2 postsekretorische 

Trichomstadien analysiert (Abb. 3.12).  

Die Intensität der Amplifikate für Ubiquitin wurden als Maß für den Einsatz gleicher cDNA 

Ausgangsmengen in allen Proben verwendet. Ein Vergleich mit den amplifizierten 

Transkripten der Farnesylpyrophosphatsynthase zeigte das Vorhandensein von mRNA für 

dieses Enzym in allen untersuchten Stadien, wobei aber eine Abnahme nach dem Ende der 

sekretorischen Phase zu verzeichnen war. Deutlich stärker reguliert zeigten sich die 

amplifizierten Genprodukte für die Germacren A-Synthasen (HaGAS1, HaGAS2), deren 

Transkripte in hoher Konzentration nur während des sekretorischen Zeitraums 

nachgewiesen werden konnten. Für beide HaGAS war keine Genexpression im 

präsekretorischen oder postsekretorischen Zeitraum detektierbar. 

Der Expressionszeitraum dieser beiden Germacren A-Synthasen stimmte mit dem durch 

HPLC detektierten Zeitraum der Zunahme des Gehaltes an Sesquiterpenlactonen in den 

Trichomen (GÖPFERT 2003) überein. Ähnlich verhielt sich die Transkription von HaCS. Die 

Expression dieser Sesquiterpensynthase begann jedoch schon vor der Ausbildung der 

Cuticularblase und war auch noch am Ende der sekretorischen Phase in den Trichomen 

nachweisbar. Wie für HaGAS war auch für HaCS die Transkriptionsrate während des 

sekretorisch aktiven Zeitraumes stark gesteigert. 

Die semiquantitativen RT-PCR-Experimente zeigten eine stark regulierte Expression der 

Sesquiterpensynthasen in den glandulären Trichomen der Sonnenblume. Diese Ergebnisse 

deuten den hohen Spezialisierungsgrad dieses Zelltyps für die Synthese von Sesquiterpenen 

und Sesquiterpenlactonen an und zeigten deren stark regulierte Genaktivität zu bestimmten 

Abschnitten der Drüsenhaarentwicklung. Gegenüber den Terpensynthasen wurde die 

Synthese der Vorläufersubstanz FPP durch die FPP-Synthase unterschiedlich reguliert. Dies 

ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass FPP für die Biosynthese weiterer elementarer 

Moleküle in den Pflanzenzellen außerhalb der Sesquiterpenbiosynthese benötigt wird. 
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3.3 Funktionelle Analyse der identifizierten Terpensynthasen 

Derzeit ist es noch nicht möglich, auf Grundlage der Aminosäuresequenz von 

Terpensynthasen Aussagen zur enzymatischen Aktivität zu machen. Zur funktionellen 

Charakterisierung wurden daher die Genprodukte von HaGAS und HaCS in einem 

heterologen System in E. coli exprimiert und anschließend funktionell in vitro durch Enzym-

Substrat-Reaktionen charakterisiert. Später konnte die Funktion der Sesquiterpensynthasen 

in vivo in Hefen getestet werden. 

3.3.1 Heterologe Expression von HaCS in E. coli 

Auf Grundlage der identifizierten mRNA-Sequenz der Sesquiterpensynthase HaCS wurden 

Primer zur Amplifikation des codierenden Bereichs durch PCR konstruiert. Die Primer 

enthielten Adapterbereiche, um durch eine T4 DNA-Polymerasebehandlung einzelsträngige 

Enden mit 13 bp Überhängen zu erzeugen. Diese waren komplementär zu überhängenden 

Enden des Vektors pET-32 Ek/LIC, so dass durch ligationsunabhängige Klonierung (LIC) die 

codierende Sequenz von HaCS in den Expressionsvektor inseriert werden konnte (s. 

2.7.3.1). Die heterologe Expression von HaCS in E. coli wurde unter zahlreichen 

Bedingungen und mit verschiedenen E. coli Stämmen getestet. Lösliches Protein in 

ausreichender Menge für eine funktionelle Charakterisierung der rekombinanten HaCS 

(rHaCS) wurde nur bei einer Expression bei 10°C in Rosetta 2-Zellen unter Verwendung des 

Plasmids pET-32 EK/LIC gebildet (pET32-HaCS). Alle anderen Expressionsversuche führten 

zur fast ausschließlichen Bildung von Einschlusskörperchen. Die Verwendung des Plasmids 

pET-32 EK/LIC führte zur Bildung eines Fusionsproteins mit einer ca. 18 kD langen 

aminoterminalen Thioredoxinsequenz. Dieses Protein ist dafür bekannt, die Löslichkeit von 

anderen Proteinen positiv zu beeinflussen und zur nativen Faltung von Proteinen 

beizutragen. Des weiteren befand sich zwischen Thioredoxin und Startcodon eine His-Tag 

Sequenz zur Aufreinigung des Proteins nach Expression durch Affinitätschromatographie. 

HaGAS1 / HaGAS2 / HaCSThioredoxin 

6xHis-Tag Enterokinaseschnittstelle 

Fusionsprotein Trx-Tag + Sesquiterpensynthase

Abb. 3.13 Schematische Darstellung des Expressionskonstruktes zur 
heterologen Expression der Sesquiterpensynthasen von H. annuus in E. coli. 
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Direkt vor der ersten Aminosäure von HaCS befand sich im rekombinanten Fusionsprotein 

eine Enterokinaseerkennungsstelle, die es erlaubte, das native Protein durch einen 

Proteaseverdau von den zusätzlichen N-terminalen Sequenzabschnitten abzutrennen (Abb. 

3.13).  

Zur Charakterisierung der funktionellen Aktivität von HaCS wurde die Sesquiterpensynthase 

in E. coli exprimiert und anschließend durch Affinitätschromatographie aus dem bakteriellen 

Rohextrakt gereinigt (Abb. 3.14). 

Die Aufreinigung von rHaCS (rekombinantes HaCS-Protein, 2.7.3.3) gelang mit einer 

Reinheit von geschätzten 85%. Bei der Elution des Proteins von der Ni-NTA Agarose 

koeluierten wenige Proteine mit einer Größe zwischen 55 und 70 kD, sowie zwei kleinere mit 

Größen zwischen 15 und 27 kDa (Abb. 3.14). Dieses partiell aufgereinigte Protein wurde 

zum einen für Umsetzungsreaktionen mit dem natürlichen Substrat Farnesylpyrophosphat 

(FPP) verwendet (s. 2.7.3.4), zum anderen für die Herstellung von Antikörpern gegen rHaCS 

eingesetzt (s. 2.7.4). 

3.3.2 In vitro Enzym-Substrat Reaktion mit rHaCS 

Für die in vitro Umsetzungsreaktion von FPP mit HaCS wurden pro Versuchsansatz 400 µg 

rekombinantes und aufgereinigtes Protein eingesetzt (s. 2.7.3.4). Die Umsetzung geschah in 

einem geeigneten Probenpuffer bei pH 7,0 und 30 °C mit Pentanüberschichtung unter 

Schütteln in 2,0 ml Reaktionsgefäßen. Die FPP-Konzentration betrug 50 µM. Nach dem 

Ausschütteln des Reaktionsansatzes mit dem zur Überschichtung verwendeten Pentan 

wurde dieses direkt für GC-MS Analysen verwendet (s. 2.7.6.5). Trotz mehrfacher Versuche 

war nur eine schwache Umsetzungsaktivität der rHaCS zu erreichen. Die Mengen an 
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Abb. 3.14 Aufreinigung von rHaCS durch Affinitätschromatographie. SDS-Polyacrylamid Gel 
zur Dokumentation der Reinigungsschritte. n.ind: Proteinextrakt der löslichen Proteine einer nicht 
induzierten Rosetta 2-Kultur mit dem Plasmid pET-32 HaCS; ind.: Proteinextrakt der induzierten E. 
coli Kultur mit dem Plasmid pET-32 HaCS; ung.: nicht an das Ni-NTA gebundener Anteil der 
Proteine/Durchlauf der Säule; W1 und W2: erster und zweiter Waschschritt der 
Chromatographiesäule mit 20 mM Imidazol; W3: dritter Waschschritt mit 100 mM Imidazol; E1, E2, 
E3: aufeinanderfolgende Elutionsschritte mit 250 mM Imidazol. M: Größenmarker (kD). 
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gebildetem und gemessenem Produkt reichten für eine Identifikation der Produkte nicht aus. 

Die Messergebnisse eines in vitro Umsetzungsversuchs sind in Abbildung 3.15 dargestellt. 

3.3.3 Funktionelle in vivo Charakterisierung von HaCS in S. cerevisiae  

Im Laufe der Arbeit ergab sich die Möglichkeit zur funktionellen Charakterisierung der 

Terpensynthasen in vivo in einem Hefe-Expressionssystem. Da die in vitro Aktivität von 

rHaCS unbefriedigend ausgefallen war, sollte die Aktivität in einem in vivo System getestet 

und mit den in vitro Daten verglichen werden. Zur Expression von HaCS in Hefen wurde der 

codierende Bereich durch PCR amplifiziert (s. 2.5.10). Hierfür wurden Oligonukleotide 

konstruiert, mit denen an beiden Enden des DNA-Fragments Restriktionsschnittstellen 

eingeführt wurden. Die Klonierung in den Vektor pESC-Leu2d geschah durch „sticky end“-

Klonierung als NheI/XhoI-Fragment in die multiple cloning site 2 (MCS2) des Plasmids 

(Benennung pESCLeu2d::HaCS). Nach Vermehrung des Plasmides in E. coli wurde es für 

die Transformation des Hefestammes EPY300 verwendet (s. 2.6.7), der einen modifizierten 

erg9-Promotor besaß. Dieser Promotor ist natürlicherweise für die transkriptionelle 

Regulation des ERG9 Gens verantwortlich, das für die Squalen-Synthase von S. cerevisiae 

codiert, welche die Kondensation von zwei FPP-Molekülen katalysiert. Dieser Promotor war 

im verwendeten Hefestamm EPY300 zu einem durch Methionin reprimierbaren Promotor 

verändert worden (RO et al. 2006). Die Zugabe von Methionin ins Kulturmedium hatte somit 
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Abb. 3.15 GC-Analyse (Ionenspur m/z 204) eines in vitro Umsetzungsversuchs 
von rHaCS mit dem Substrat FPP. (Die Messungen erfolgten auf GC-MS Anlage C 
(s. 2.7.6.5)). Oben: extrahierte Ionenspur (m/z 204) der GC-MS Analyse. 
Nummerierung der gebildeten Produkte wie in Abb. 3.19. Der mit X markierte Bereich 
ist vermutlich auf Kontamination des Probenansatzes zurückzuführen. Unten: 
Negativkontrolle. Ansatz wie oberes Chromatogramm, jedoch ohne die Zugabe von 
rHaCS.  
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die Repression des erg9-Promotors zur Folge. Dies führte zu einer Akkumulation von FPP in 

den Hefezellen, das somit als Substrat für Sesquiterpensynthasen zur Verfügung stand. Die 

Induktion der Expression von HaCS erfolgte durch die Zugabe von Galaktose ins 

Kulturmedium (s. 2.7.6). Da Hefen in den Zellen synthetisierte Sesquiterpene an das 

umgebende Medium abgeben, wurden die Kulturansätze mit Dodecan überschichtet, um die 

gebildeten Produkte abzufangen und anzureichern (s. 2.7.6.1). Zur Analyse der 

entstandenen Produkte wurde das Dodecan abgenommen, mit Ethylacetat verdünnt und 

direkt für GC-MS Messungen eingesetzt (Abb. 3.16). 

Die in Abbildung 3.16 dargestellte gaschromatographische Analyse der Dodecan-

Überschichtung einer mit dem Plasmid pESCLeu2d::HaCS transformierten Hefeflüssigkultur 

zeigte mehrere deutliche Peaks, von denen zwei Verbindungen (Peaks 6 und 7) mit 

ähnlicher Retentionszeit (13,96 min, 14,04 min) die Hauptkomponenten darstellten. Als 

Negativkontrolle diente ein Ansatz desselben Hefestammes der mit dem einfachen pESC-

Leu2d Plasmid transformiert war. Die Negativkontrolle zeigte kein vergleichbares 

Peakmuster (Abb. 3.16). Jedoch waren die Produkte von HaCS in der Dodecan-

Überschichtung in zu geringer Konzentration vorhanden um aussagekräftige 

Massenspektren zu erhalten und somit die Verbindungen mittels Datenbankrecherche 

bestimmen oder näher eingrenzen zu können. Um die Menge an gebildetem Produkt zu 

erhöhen, wurde der Versuch unternommen, HaCS wie für die Expression in E. coli, auch in 

S. cerevisiae als Fusionsprotein mit N-terminalem Thioredoxin zu exprimieren. Ein PCR-
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Abb. 3.16 GC-Chromatogramme von Produkten der Sesquiterpensynthase HaCS durch 
Expression in Hefen. Die Dodecan-Überschichtung der Hefe-Flüssigkulturen wurde nach 3-
tägiger Kulturdauer bei 30 °C mit Ethylacetat verdünnt und direkt analysiert. Für die Messungen 
wurde eine unpolare HP-5ms Säule verwendet, gemessen wurde der Totalionenstrom (TIC). NK: 
Negativkontrolle: mit dem Plasmid pESC-Leu2d ohne Insert transformierte EPY300-Kultur. HaCS: 
mit pESCLeu2d::HaCS transformierte EPY300-Kultur. HaCSThio: GC-MS Chromatogramm der 
Messung der Dodecanüberschichtung einer mit pESCLeu2d::HaCSThio transformierten EPY300-
Kultur. I: Farnesol. 
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Fragment, das durch die Verwendung des pET32-HaCS Plasmids als Matrize erzeugt wurde 

und die codierende Sequenz für HaCS sowie das stromaufwärts gelegene Thioredoxin 

beinhaltete, wurde als BamHI/NheI Restriktionsfragment in den pESC-Leu2d Vektor kloniert 

(pESCLeu2d::HaCSThio). Mit diesem Plasmid wurden wiederum EPY300 Zellen 

transformiert und das Protein in den Hefen zur Expression gebracht. 

Der Vergleich der GC-MS Messung von Hefen in denen nur die codierende Sequenz von 

HaCS exprimiert wurde und solchen die das Fusionsprotein aus Thioredoxin und HaCS 

bildeten, zeigte unter gleichen Expressionsbedingungen eine vielfach höhere Signalstärke 

der Peaks im GC-MS-Chromatogramm für das Fusionsprotein (Abb. 3.16). Ansonsten blieb 

das Peakmuster qualitativ vom zusätzlichen N-terminalen Proteinteil unbeeinflusst. Die auf 

diese Weise erreichten Produktmengen genügten für Massenspektren der einzelnen 

Verbindungen, die eine Interpretation der Spektren unter Verwendung der NIST05 

Datenbank zuließ (s. 3.3.4). In der Negativkontrolle zeigte sich ein starker Peak mit einer 

Retentionszeit von 16,29 min, der bei der Expression von HaCS schwächer und bei der 

Expression des Fusionsproteins nicht auftrat. Datenbankrecherchen konnten die Verbindung 

als Farnesol identifizieren. Dies zeigte, dass in den Hefen angereichertes und nicht weiter 

verstoffwechseltes FPP durch endogene Prozesse, etwa durch Phosphohydrolasen, zu 

Farnesol umgewandelt wurde. Wurde hingegen ein weiteres Enzym exprimiert, welches das 

akkumulierte FPP als Substrat akzeptierte, so nahm auch die Farnesolkonzentration ab. 

Anhand des bei Expression von HaCS noch vorhandenen Farnesolpeaks spiegelte sich die 

gegenüber dem Fusionsprotein niedrigere Aktivität wieder. Die Ergebnisse zeigten, dass 

durch die Konstruktion des Fusionsproteins eine aktive Sesquiterpensynthase erzeugt 

wurde, die gegenüber dem nativen Protein eine vielfach höhere Aktivität in S. cerevisiae 

besaß. Aufgrund des fehlenden Farnesols in den gaschromatographischen Analysen kann 

davon ausgegangen werden, dass das gesamte in den Hefen gebildete FPP als Substrat 

umgesetzt wurde. 

3.3.4 Identifizierung der Produkte von HaCS durch Expression in 

Hefen 

Durch die hohe Ähnlichkeit der Aminosäuresequenz von HaCS zu in der Literatur 

beschriebenen Germacren A-Synthasen wurde zu Versuchsbeginn diese katalytische 

Funktion auch für HaCS angenommen. Entgegen den Erwartungen handelt es sich aber um 

eine Multiproduktsynthase, wie sie bisher für Asteraceen nur einmal beschrieben wurde 

(MERCKE et al. 1999). Die Identifizierung der gebildeten Produkte erfolgte durch einen 

Vergleich der ermittelten Massenspektren mit den in der Datenbank NIST05 vorhandenen 

Referenzspektren. Anschließend wurde versucht, die Identität der einzelnen Verbindungen, 

durch die GC-MS Analyse von authentischen Referenzsubstanzen zu verifizieren (s. 2.7.7). 
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Sieben der acht in Abbildung 3.19 gekennzeichneten Peaks zeigten bei der Auswertung der 

Massenspektren Molekül-Ionenpeaks von 204 und sind demnach Sesquiterpenen 

zuzuordnen. Lediglich Peak zwei besaß einen Ionenpeak von 189. 

Eine der beiden Hauptverbindungen (Peak 7 mit Retentionszeit 14,04 min) zeigte im 

Massenspektrum eine hohe Ähnlichkeit mit dem Spektrum von γ-Cadinen, einem 

bizyklischen Sesquiterpen. Zur eindeutigen Identifikation dieser Substanz wurde eine γ-

Cadinen Referenzsubstanz unter gleichen Bedingungen analysiert. Die Retentionszeiten 

waren bei beiden Substanzen mit 14,04 min einheitlich, auch die Massenspektren erwiesen 

sich als identisch. Es handelt sich somit eindeutig um γ-Cadinen (Abb. 3.17). 

Das Massenspektrum von Peak 2 in Abbildung 3.19 (Retentionszeit 12,77 min) zeigte eine 

hohe Übereinstimmung mit β-Caryophyllen, einem ebenfalls bizyklischen Sesquiterpen-

kohlenwasserstoff. Die Analyse einer authentischen Referenzsubstanz zeigte die gleiche 

Retentionszeit wie die durch heterologe Expression von HaCS in Hefen produzierte 

Verbindung (Abb. 3.18). Die Referenzsubstanz zeigte neben dem Molekülmassenpeak von 

204 einen zusätzlichen Peak der Masse 221, der wahrscheinlich auf eine Kontamination des 

Standards zurückzuführen ist. Das Massensignal des Molekülpeaks sowie das 

Fragmentationssignal von 175 waren in der durch HaCS produzierten Verbindung 

wahrscheinlich durch eine zu geringe Menge des analysierten Produkts nicht nachweisbar. 

Abb. 3.17. Identifizierung von Peak 7. (a) Überlagerte GC-Chromatogramme der Produkte aus 
pESC-Leu2d::HaCSThio transformierten Hefen (schwarze Linie), sowie von γ-Cadinen (graue 
Linie). (b) Vergleich der Massenspektren von γ-Cadinen (oben) und Peak 7 (unten). Die Massen 
der einzelnen Hauptfragmente sind über den jeweiligen Signalen angegeben. 
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Aufgrund der identischen Retentionszeit und des sehr ähnlichen Massenspektrums wurde 

die Verbindung mit der Retentionszeit von 12,77 min als (-)-β-Caryophyllen identifiziert. 

Durch die Analyse weiterer Referenzverbindungen konnten α-Copaen (Peak 1, 

Retentionszeit 12,16 min) und α-Muurolen (Peak 5, Retentionszeit 13,75 min) im 

Produktspektrum von HaCS ebenfalls eindeutig identifiziert werden. Die Hauptkomponente 

im GC-MS Spektrum (Abb. 3.19, Peak 6) konnte nur mit Referenzspektren der NIST05-

Datenbank verglichen werden, da geeignete Standardverbindungen nicht verfügbar waren. 

Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich hierbei um eine weitere Verbindung mit 

Cadinan-Grundgerüst, deren Substitutionsmuster aber nicht genauer bestimmt werden 

konnte. Auch die Struktur der schwächer auftretenden Nebenpeaks (Abb. 3.19; Peaks 3, 4, 

Abb. 3.19 GC-Analyse und Identifizierung einiger Hauptkomponenten des 
Produktspektrums von HaCS nach Expression in Hefen. Die Produkte γ-Cadinen, β-
Caryophyllen, α-Muurolen und α-Copaen konnten durch einen Vergleich mit authentischen 
Standards nachgewiesen werden. Der Hauptpeak (6) und die kleineren Nebenpeaks (3,4,8) 
konnten nicht genauer bestimmt werden, zeigten jedoch ebenfalls eine Gesamtmasse von 204 
und sind Sesquiterpenen zuzuordnen.  

Produktspektrum von HaCS 
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Abb. 3.18 Vergleich der Massenspektren von Peak 2 (Retentionszeit 12,77 min) aus dem 
Expressionsversuch von HaCS in Hefen (links) und einem β-Caryophyllen Standard 
(rechts) mit derselben Retentionszeit.  
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8) konnte nicht genauer bestimmt werden, da keine Datenbankübereinstimmungen vorlagen 

und eingesetzte Referenzverbindungen keine identischen Retentionszeiten oder 

Massenspektren aufwiesen. Die Ergebnisse zeigten eindeutig, dass es sich bei HaCS um ein 

Multiprodukt-Enzym handelt, das die Bildung von Sesquiterpenkohlenwasserstoffen 

katalysiert.  

3.3.5 Antikörper gegen HaCS 

Das mikroskopische Bild der glandulären Trichome der Sonnenblume zeigte morphologisch 

deutlich differenzierte Stielzelltypen (GÖPFERT 2003). Während die oberen beiden Zellpaare 

keine Chloroplasten besitzen, sind diese vielzählig in den weiteren Stielzellen vorhanden. 

Diese Zweiteilung könnte auf unterschiedliche biosynthetische Aufgaben ausgerichtet sein. 

Trichome anderer Asteraceen-Arten wie zum Beispiel Artemisia annua zeigen insgesamt 

weniger Stielzellen (FERREIRA & JANICK 1995), aber den gleichen Aufbau bezüglich der 

Differenzierung in morphologisch unterschiedliche Zellen. Da weder über die zelluläre 

Lokalisation der Sesquiterpensynthasen innerhalb der Trichome, noch über die subzelluläre 

Lokalisation bisher Erkenntnisse vorliegen, wurden für zukünftige, weiterführende 

Untersuchungen polyklonale Antikörper gegen rHaCS hergestellt. 

Als Antigen für die Herstellung der Antikörper wurde das zu diesem Zeitpunkt noch nicht 

funktionell charakterisierte rHaCS eingesetzt. Um eine möglichst hohe Spezifität zu 

erreichen, wurde der N-terminale Bereich mit der His-Tag-Sequenz und dem Thioredoxin 

durch einen Verdau mit Enterokinase (s. 2.7.3.5) entfernt (Abb. 3.20). Nach der spezifischen 

Bindung der Enterokinase an Agarose konnte diese durch Zentrifugation abgetrennt und das 

native Protein weiter aufgereinigt werden. Nach Aufkonzentrierung und Umpufferung durch 

Ultrazentrifugation wurde rHaCS von einem kommerziellen Anbieter (Biogenes GmbH, 

Berlin) als Antigen für die Produktion rekombinanter Antikörper in Kaninchen verwendet. Das 

auf diese Weise produzierte Antiserum mit den polyklonalen Antikörpern wurde durch 

Western Blot-Experimente (s. 2.7.5) auf Spezifität und Kreuzreaktionen getestet (Abb. 3.20).  

Zum Test auf Spezifität wurden als Positivkontrollen rekombinante Fusionsproteine von 

HaGAS1 und HaCS eingesetzt. Detektiert werden sollten die natürlicher Weise 

vorkommenden Sesquiterpensynthasen in einem Proteinextrakt aus Röhrenblüten, deren 

Antherenanhänge Trichome in biosynthetisch aktiven Stadien trugen. Als Negativkontrolle 

diente ein Proteinextrakt aus Keimblättern, bei denen zuvor durch RT-PCR Experimente 

gezeigt werden konnte, dass keine Transkripte der Sesquiterpensynthasen vorhanden waren 

(Abb. 3.9). Aus diesem Ergebnis wurde auf die Abwesenheit der Proteine geschlossen.  

Beim Western Blot zeigte der polyklonale Antikörper eine starke Reaktion bei der Bindung an 

durch Affinitätschromatographie aufgereinigtes rHaGAS1 und rHaCS, das durch heterologe 

Expression in E. coli erzeugt worden war. Eine spezifische Unterscheidung zwischen 

HaGAS1 und HaCS war nicht erkennbar. Neben der starken Hauptbande mit ungefähr 75 kD 
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Molekulargewicht, die dem Fusionsprotein zuzuordnen ist, zeigten sich zahlreiche weitere 

unspezifische Bindungen an bakterielle Proteine über den gesamten Größenbereich von 15-

70 kDa, die durch die Affinitätschromatografie nicht vollständig entfernt worden waren, aber 

in dieser Intensität in Coomassie gefärbten Gelen nicht zu sehen waren. Im Gegensatz dazu 

zeigte der polyklonale Antikörper bei der Trennung von Blütenprotein nur eine einzige starke 

Reaktion mit einem Protein der Größe von circa 59 kD, dies entspricht 5 kD weniger als das 

berechnete Molekulargewicht der H. annuus Terpensynthasen. Eine weitere, wenn auch 

sehr schwache Reaktion, gab es mit einem Protein von ungefähr 40 kD Größe (Pfeil in Abb. 

3.20b). Zum Größenvergleich wurde rekombinantes Fusionsprotein mit Enterokinase verdaut 

und durch SDS-PAGE analysiert. Während das unverdaute Fusionsprotein eine Größe von 

circa 75 kD im Gel aufwies, verhielt sich rHaCS wie ein Protein von circa 59 kD und zeigte 

auf einer SDS-PAGE dieselbe Größe wie das durch Western Blot in der Blütenproteinfraktion 

detektierte Protein (Abb. 3.20). Die Proteinprobe aus Keimblättern der Sonnenblume zeigte 

keine detektierbare Bindung von Anti-rHaCS-Antikörpern. Bei dem in den Blütenproteinen 

durch Immunodetektion nachgewiesenem Protein handelte es sich somit mit höchster 

Wahrscheinlichkeit um die Sesquiterpensynthasen HaCS und HaGAS der Sonnenblume aus 

den glandulären Trichomen. Der Antikörper zeigt somit für Pflanzenproteinextrakte eine 

große Spezifität und steht nun für weitere Experimente zur Verfügung. 
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Abb. 3.20. (a) SDS-PAGE von HaCS-Fusionsprotein vor und nach einem Verdau mit 
Enterokinase. Vergleich des Laufverhaltens von rekombinantem Fusionsprotein aus HaCS, His-Tag 
und Thioredoxin (rFP) und dem Protein rHaCS nach 30 min Enterokinaseverdau. Der abgespaltene 
N-terminale Bereich mit circa 19 kD ist in der rechten Spur mit einem Pfeil gekennzeichnet. (b) 
Western Blot-Analyse der Spezifität der Anti-rHACS-Antikörper. Zur Fixierung auf 
Nitrocellulosemembran wurden Proteingemische durch SDS-PAGE aufgetrennt. rHaGAS1: 
rekombinantes HaGAS1-Fusionsprotein; rFP: rekombinantes HaCS-Fusionsprotein; leer: freie Spur 
ohne Proteinauftrag. Blüte: Proteinextrakt aus Röhrenblüten (10 µg Gesamtprotein); Kotyl: 
Proteinextrakt (10 µg) aus Kotyledonen als Negativkontrolle. Als primärer Antikörper wurde Anti-
rHaCS-Serum in einer Verdünnung von 1:5000 eingesetzt. Pfeil in Spur „Blüte“: leichte Bande mit 
einer Größe von ca. 40 kDa.  
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3.3.6 Funktionelle Analyse rekombinanter Germacren A-Synthasen 

Auch wenn die Aminosäuresequenz von HaCS bei Datenbankrecherchen die höchsten 

Sequenzübereinstimmungen zu Germacren A-Synthasen aufwies, so konnte diese zunächst 

angenommene Funktion für HaCS nicht bestätigt werden. Der erste Schritt der Biosynthese 

von Sesquiterpenlactonen nach der Bildung der Prenyldiphosphate besteht in der 

Zyklisierung von Farnesylpyrophosphat durch Germacren A-Synthasen. Um diese 

Schlüsselenzyme in glandulären Trichomen zu identifizieren, wurden die beiden weiteren 

identifizierten Sesquiterpensynthasen ebenfalls heterolog exprimiert und funktionell 

charakterisiert. 

3.3.7 Heterologe Expression von HaGAS1 und HaGAS2 in E. coli  

Die codierenden Bereiche von HaGAS1 und HaGAS2 wurden analog zur Expression von 

HaCS durch PCR amplifiziert und durch Ligase-unabhängige Klonierung in den Vektor pET-

32 Ek/LIC inseriert (s. 2.7.3.1). Es wurden ebenfalls Fusionsproteine erzeugt, die N-terminal 

eine 6xHis-Tag Sequenz sowie ein Thioredoxinprotein besaßen (Abb.3.13). Zur Expression 

wurde der E. coli Stamm Rosetta-gami B mit den erzeugten Plasmiden (pET32-HaGAS1, 

pET32-HaGAS2) transformiert. Die Expression der Proteine erfolgte im Gegensatz zur 

heterologen Expression von HaCS für 4 Stunden bei 30°C. Die Aufreinigung der Proteine 

aus den bakteriellen Rohextrakten erfolgte durch Affinitätschromatographie an Ni-NTA- 

Agarose (Abb. 3.21). Bei der Aufreinigung von HaGAS1 und HaGAS2 wurden weniger 

stringente Waschschritte angewendet, da anders als HaCS, die beiden Proteine schon bei 

einer Imidazolkonzentration von 50 mM von der Säule eluierten. Die Aufreinigung gelang für 

beide Proteine mit einer Reinheit von geschätzten 80-85 %. Vorwiegend kleinere Proteine 

mit einem Molekulargewicht zwischen 10 und 30 kDa koeluierten bei der Lösung der 

Proteine von der Ni-NTA-Säule. 

kD       L      n.ind. ind. ung. W1   W2   E1    E2     E3    E4   kD     L      n.ind. ind.  ung. W1   W2    E1    E2    E3    E4   
HaGAS1 HaGAS2 
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Abb. 3.21 Aufreinigung von rHaGAS1 und rHaGAS2 durch Affinitätschromatographie. Die SDS-
Gele (10 %) dokumentieren die Aufreinigung der rekombinanten Enzyme aus den Bakterienprotein-
Rohextrakten. n.ind: Proteinextrakt der löslichen Proteine einer nicht induzierten E. coli Kultur mit dem 
Plasmid pET32-HaGAS1 oder pET32-HaGAS2; ind.: Proteinextrakt der mit IPTG induzierten E. coli 
Kulturen; ung.: nicht an das Ni-NTA gebundener Anteil der Proteine/Durchlauf der Säule; W1 und W2: 
erster und zweiter Waschschritt der Chromatographiesäule mit 20 mM Imidazol; E1-E4: 
aufeinanderfolgende Elutionsschritte mit 250 mM Imidazol. L: Größenmarker (kDa). 
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3.3.8 Enzym-Substrat Reaktionen zur funktionellen in vitro 

Charakterisierung von HaGAS1 und HaGAS2 

Die heterolog exprimierten Enzyme HaGAS1 und HaGAS2 wurden zur funktionellen 

Charakterisierung in vitro mit dem potenziel natürlichen Substrat FPP inkubiert. Aus den 

Enzym-Substrat-Reaktionen wurden die gebildeten Produkte durch Pentan extrahiert und 

mittels GC-MS analysiert. Für die Umsetzung von FPP wurden pro Ansatz 200 µg 

aufgereinigtes Protein eingesetzt, die FPP-Konzentration betrug 50 µM (s. 2.7.3.4). Als 

Negativkontrolle wurde Protein des zur Expression verwendeten Bakterienstammes Rosetta-

gami B (untransformiert) unter gleichen Bedingungen ebenfalls mit FPP inkubiert. In den 

gaschromatographischen Analysen der Umsetzungsreaktionen von FPP mit Enzym (Abb. 

3.22) wurden gegenüber der Negativkontrolle 2 zusätzliche Peaks (1;2) detektiert. Durch 

eine Auswertung der Massenspektren konnte der Hauptpeak (2, RT = 14,41 min) als das 

Sesquiterpen β-Elemen identifiziert werden. Dieses Produkt entsteht durch die hohe 

Injektortemperatur beim Einspritzvorgang am Gaschromatographen nach Cope-Umlagerung 

aus Germacren A, wie bei Injektionen des reinen Standards gezeigt werden konnte (Abb. 

3.22). Es handelt sich hierbei um eine vielfach beschriebene wärmeinduzierte Reaktion des 

Germacren A (DE KRAKER et al. 2001b; PROSSER et al. 2002; BERTEA et al. 2006). 

Germacren A selbst war bei der Verwendung der Analyse der hier benutzten GC-Anlage 
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Abb. 3.22 Ausschnitte der GC-Chromatogramme der Enzym-Substrat-Reaktionen von 
HaGAS1 und HaGAS2 mit FPP in vitro. Dargestellt ist der Ausschnitt des Chromatogramms der 
Unterschiede zwischen Negativkontrolle und Enzymreaktionen zeigte. Als Negativkontrolle wurde 
ein Proteinextrakt aus einer untransformierten Bakterienkultur (Rosetta-gami B) verwendet und 
zusammen mit FPP unter gleichen Bedingungen wie die aufgereinigten Proteine inkubiert. Der 
Germacren A Standard wurde durch die Expression einer Germacren A Synthase aus L. sativa in 
Hefen hergestellt (s. 3.3.7). Peak 1 und Peak 2 zeigten ähnliche Massenspektren, die Identität von 
Peak 1 konnte nicht geklärt werden. Durch Datenbankvergleiche des Massenspektrums von Peak 2 
konnte dieser als β-Elemen identifiziert werden, ein Umlagerungsprodukt von Germacren A. Die 
Peakhöhe der Analyse des Germacren A-Standards wurde zur besseren Darstellung in der Höhe 
reduziert und entspricht in der Signalstärke nicht den an der Y-Achse angegeben Werten. 
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(Anlage B, s. 2.7.6.5) nicht nachzuweisen, jedoch konnte aus dem Auftreten von β-Elemen 

auf Germacren A als Ausgangsprodukt geschlossen werden. Abbildung 3.22 zeigt die 

Existenz eines weiteren Peaks mit etwas kürzerer Retentionszeit (1, 14,31 min). Die 

Massenspektren beider Peaks zeigten eine hohe Ähnlichkeit zueinander was auf ähnliche 

chemische Strukturen schließen lies. Dennoch konnte Peak 1 noch nicht identifiziert werden. 

Außerhalb des in Abbildung 3.22 dargestellten Bereiches zeigten sich keine Peaks mit 

sesquiterpentypischen Massen oder Massenspektren. Als Standard konnte auf der gleichen 

GC-MS-Anlage später eine Germacren A-Referenzprobe getestet werden, die wie unter 

3.3.6 beschrieben durch Expression einer Germacren A-Synthase in transgenen Hefen 

produziert worden war. Auch bei der Analyse dieses Standards traten Peak 1 und 2 auf, es 

kam ebenfalls zur vollständigen Umlagerung von Germacren A zu β-Elemen. Die Ergebnisse 

zeigen eindeutig, dass es sich bei den in den Drüsenhaaren identifizierten 

Sesquiterpensynthasen HaGAS1 und HaGAS2 um Germacren A-Synthasen handelt. Diese 

beiden Proteine stellen somit die Schlüsselenzyme der Sesquiterpenlactonbiosynthese in 

den Drüsenhaaren der Sonnenblume dar. 

3.3.9 Heterologe Expression von HaGAS1 und HaGAS2  

in S. cerevisiae 

Die in vitro Umsetzungsexperimente von HaGAS1 und 2 mit dem natürlichen Substrat FPP 

haben gezeigt, dass es sich um Germacren A-Synthasen handelt. Als Biokatalysatoren für 

die von Germacren A ausgehenden weiteren Schritte der Biosynthese von Sesquiterpen-

lactonen werden Cytochrom P450 Enzyme angenommen. Cytochrome P450 Oxidasen 

(CYP) benötigen für die Katalyse der Reaktionen das Coenzym NADPH+H+, ein aktives 

Häm-Schwefel Zentrum und als membranverankerten Elektronenlieferanten eine Cytochrom 

P450 Reduktase (CPR). Da die Expression eines solchen Systems mit funktionsfähigen 

CYPs in E. coli sehr schwierig ist (CHANG et al. 2007), sollte zur Charakterisierung 

nachfolgender Schritte in der Biosynthese von Sesquiterpenlactonen die Expression von 

Kandidatengenen in vivo in S. cerevisiae durchgeführt werden. Um entsprechende Gene auf 

ihre Produkte testen zu können, musste zuerst das Substrat Germacren A in den Zellen zur 

Verfügung gestellt werden. Zu diesem Zweck wurden die beiden Gene HaGAS1 und 

HaGAS2 in Hefen exprimiert und dort auf Funktionalität und ihr Produktspektrum getestet 

und dann mit den durch in vitro Umsetzungsreaktionen erhaltenen Daten verglichen. 
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3.3.10 Funktionelle Analyse von HaGAS1 und HaGAS2 in vivo durch 

heterologe Expression in Hefen 

Analog zur Expression von HaCS in Hefen wurden die codierenden Bereiche von HaGAS1 

und HaGAS2 durch PCR amplifiziert und in den Expressionsvektor pESC-Leu2d kloniert. 

HaGAS1 wurde hierzu durch „sticky-end“ Klonierung als NotI/BglII Fragment in die multiple 

cloning site 1 des Plasmids kloniert, während HaGAS2 als XhoI/NheI Fragment in die 

multiple cloning site 2 (MCS2) des gleichen Vektors inseriert wurde (Benennung der 

erzeugten Plasmide: pESCLeu2d::HaGAS1, bzw. pESCLeu2d::HaGAS2). Die Plasmide 

wurden in E. coli vermehrt und anschließend zur Transformation von Hefen des Stammes 

EPY300 eingesetzt (s. 2.6.9). Die Expression der Proteine erfolgte durch Zugabe von 

Galaktose ins Kulturmedium, um die Transkription der unter der Kontrolle eines Galaktose-

induzierbaren Promotors stehenden HaGAS1 oder HaGAS2 zu induzieren (s. 2.6.8). Wie bei 

der Expression von HaCS (s. 3.3.3) wurde die Dodecanüberschichtung des 

Flüssigkulturmediums mit Ethylacetat verdünnt und direkt zur GC-MS Messung verwendet. 

Da kein authentischer Standard von Germacren A verfügbar war, wurde eine bereits 

charakterisierte Germacren A-Synthase aus L. sativa (BENNETT et al. 2002) mittels PCR 

amplifiziert und als BamHI/NheI-Fragment in die MCS2 des gleichen Plasmids eingebaut 

(pESCLeu2d::LsLTC2). Die Expression von LsLTC2 sollte zur Herstellung von Germacren A 

als Referenzsubstanz für die Identifizierung der Produkte von HaGAS1 und HaGAS2 dienen. 

Die Ergebnisse der gaschromatographischen Analyse der in vivo Reaktionsprodukte aller 

drei Germacren A-Synthasen sind in Abbildung 3.23 dargestellt. Die GC-MS 

Chromatogramme der Produkte von HaGAS1, HaGAS2 und LsLTC2 wiesen ein 

übereinstimmendes Peakmuster auf. In der Negativkontrolle war kein Reaktionsprodukt 

nachweisbar. Der Vergleich der Massenspektren der Peaks bei einer Retentionszeit von 

13,87 min zeigte identische Fragmentationsmuster. Der vorhandene Molekül-Ionenpeak 

stimmte mit dem erwarteten Molekulargewicht von 204 für Germacren A überein. Neben dem 

Hauptpeak trat in allen Analysen ein kleinerer Nebenpeak mit einer Retentionszeit von 12,37 

min auf. Dieser Peak konnte durch einen Vergleich seines Massenspektrums mit der 

Massenspektrenbibliothek NIST05 als β-Elemen, dem Cope-Umlagerungsprodukt von 

Germacren A identifiziert werden. Entgegen den Literaturangaben und den Erfahrungen bei 

gaschromatographischen Analysen auf GC-Anlage B kam es bei der Analyse auf Anlage A 

trotz identischer Laufparameter nicht zu einer vollständigen Umlagerung von Germacren A 

zu β-Elemen. Die vor dem Germacren A ansteigende Basislinie im GC-MS Chromatogramm  

ist vermutlich auf weitere hitzeinduzierte Umlagerungsprodukte (DE KRAKER et al. 1998, 
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Abb. 3.23 GC-MS Analyse von in transgenen Hefen produziertem Germacren A. (a), Ausschnitt 
aus den GC-MS Analysen des Dodecan Überstandes von S. cerevisiae, die entweder die 
Germacren A-Synthase 1 oder 2 aus H. annuus (HaGAS1, HaGAS2) oder eine Germacren A- 
Synthase aus L. sativa (LsLTC2) exprimieren. Als Kontrolle diente eine mit dem Plasmid pESC-
Leu2d ohne Insert transformierte S. cerevisiae-Kultur (Kontrolle). (b) Massenspektren von Peak 1 
(RT=12,37 min) und Peak 2 (RT=13,87 min). Die Spektren auf der linken Seite sind die 
Massenspektren von Peak 1 der Probe HaGAS2 (oben) und von β-Elemen aus der NIST05 
Datenbank (unten). Die Massenspektren auf der rechten Seite stammen von Germacren A (Peak 2, 
RT=13,87 min). Oben das Massenspektrum der Probe LsLTC2, unten von HaGAS2.  
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2001b) zurückzuführen. Da sowohl durch die Expression der charakterisierten Germacren A-

Synthase LsLTC2, wie auch durch die Expression von HaGAS1 und 2, die gleichen 

Verbindungen in den Hefen synthetisiert wurden, kann die in vitro gezeigte Funktion von 

HaGAS1 und 2 durch diese in vivo Experimente bestätigt werden. Darüber hinaus zeigten 

diese Versuche aber vor allem, dass die heterologe Expression von HaGAS1 und 2 in Hefen 

zur Produktion von Germacren A genutzt werden kann und damit die Grundlage bildet, um 

Germacren A als Substrat für nachfolgende Enzymreaktionen bereitzustellen. 

 

3.4 Identifizierung einer Germacren A-Monooxygenase 

Im Biosyntheseweg der Sesquiterpenlactone der Sonnenblume konnten Germacren A-

Synthasen als Schlüsselenzyme erfolgreich in den Drüsenhaaren nachgewiesen werden. 

Der auf die Germacren A-Bildung folgende Biosyntheseschritt besteht in der Bildung von 

Germacren A-Carboxylsäure. Von DE KRAKER et al. (2001a) wurde in einem Proteinextrakt 

aus C. intybus Wurzeln die Aktivität einer Cytochrom P450 (+)-Germacren A-Hydroxylase 

und mindestens einer NADP+-abhängigen Sesquiterpen-Dehydrogenase nachgewiesen, 

deren aufeinanderfolgende Aktivität zur Bildung von Germacren A-Carboxylsäure führt. Die 

einzelnen Intermediate konnten ebenfalls isoliert und charakterisiert werden (DE KRAKER et 

al. 2001a). Enzyme, welche die Biosynthese von Germacren A zu Germacren A-

Carboxylsäure katalysieren, waren bisher nicht weitergehend identifiziert worden. Aus 

Artemisia annua wurde ein Enzym bekannt (Ro et al. 2006), welches in der Lage ist aus 

Amorpha-4,11-dien über eine dreistufige Oxidation den Artemisinin Vorläufer Artemisinin-

Säure zu produzieren. Es handelt sich hierbei um eine Cytochrom P450 Monooxygenase 

(CYP71AV1).  

Aus Antherenspitzen von 3500 Röhrenblüten des Sonnenblumenkultivars HA300 wurden die 

Trichome mechanisch isoliert (s. 2.4.2) und daraus die gesamt-RNA isoliert. Diese wurde 

von K. Newman am Berkeley Center for Synthetic Biology an der University of California 

(Berkeley, USA) zur Konstruktion einer Trichom EST-Datenbank verwendet. Die Suche in 

dieser Datenbank nach ähnlichen Nukleinsäuresequenzen zeigte 11 Kopien eines 

Transkriptes für ein Cytochrom P450 Protein, das eine Sequenzidentität von 88 % bei einer 

Ähnlichkeit von 95 % zu CYP71AV1 aufwies. Mit 11 Kopien bei einer Gesamtzahl von 795 

Sequenzen innerhalb der Trichom EST-Bank zeigte dieses Gen eine sehr hohe 

Transkriptionsrate (1,4 % der Gesamttranskripte).  
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3.4.1 Biosynthese von Germacren A-Carboxylsäure in transgenen 

Hefen 

Der 3’-Bereich dieses in der Trichom EST-Bank identifizierten Gens war durch die 

Sequenzen der EST-Bank abgedeckt, das 5’-Ende der mRNA wurde durch 5’-RACE 

bestimmt (s. 2.5.3.3). Da dieses Protein aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit der 

gleichen Familie (≥ 40 % Sequenzidentität auf der Aminosäureebene) und Unterfamilie (≥ 55 

% Sequenzidentität auf der Aminosäureebene (KAHN & DURST 2000)) der Cytochrome wie 

CYP71AV1 zuzuordnen war, wurde es in den weiteren Experimenten als CYP71AVS 

bezeichnet. Die codierende Sequenz wurde durch PCR aus Trichom cDNA amplifiziert und 

als NotI/BglII Fragment in die MCS1 des Vektors pESC-Ura kloniert. Als Redoxpartner für 

CYP71AVS befand sich in der MCS2 desselben Plasmids bereits eine Cytochrom-P450-

Reduktase (CPR) aus Artemisia annua, die von RO und Mitarbeitern (2006) für die 

Aufklärung der Funktion von CYP71AV1 benutzt wurde.  

HO O
OPP 

HaGAS2 
CPR + CYP71AVS
CPR + CYP71AVL 

FPP Germacren A Germacren A-
Carboxylsäure 

NADPH+H+ 
O2 
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Abb. 3.24 Coexpression von Proteinen zur Bildung von Germacren A-Carboxylsäure in 
Hefen. Der Hefestamm EPY300 wurde entweder mit den Plasmiden pESC-Leu2::HaGAS2 und 
pESC-Ura::CPR/CYP71AVS oder pESC-Leu2::HaGAS2 und pESC-Ura::CPR/CYP71AVL 
transformiert. Dies führte zur Expression von drei an der Biosynthese von Germacren A-
Carboxylsäure beteiligten Proteinen. FPP wurde endogen in den Hefen gebildet und diente als 
Substrat für HaGAS2. Die Expression einer Cytochrom P450 Reduktase (CPR) aus Artemisia 
annua zusammen mit CYP71AVS (aus H. annuus) oder des Enzyms CYP71AVL aus L. sativa 
führte zur Bildung von Germacren A-Carboxylsäure. Diese wurde zur Analyse durch GC-MS aus 
den Hefen extrahiert.  
Leu2, Ura3: Selektionsmarker. Gal1/Gal10 Promotoren: durch Galaktose induzierbare 
Promotoren. Für detaillierte Plasmidkarten siehe 7.2. 

EPY300 
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Zur funktionellen Charakterisierung dieses Plasmids wurden Hefedoppeltransformanten 

hergestellt (s. 2.6.9), mit HaGAS2 als Insert im Vektor pESC-Leu (pESCLeu::HaGAS2) 

sowie CPR und CYP71AVS im Plasmid pESC-Ura (pESCUra::CYP71AVS/CPR). Alle Gene 

standen, wie in den Experimenten zuvor, unter der Kontrolle von Galaktose induzierbaren 

Promotoren (Abb. 3.24). Die Expression der Proteine geschah in Flüssigkulturmedien für 3 

Tage, die Medien wiesen nach dieser Kulturdauer einen pH-Wert von 2-3 auf. Gebildete und 

sekretierte Germacren A-Carboxylsäure blieb unter diesen Bedingungen protoniert und an 

die Zellwand der Hefen gebunden. Nach der Pelletierung der Hefezellen wurden diese mit 

Tris-Puffer (pH 9,0) gewaschen. Die Carbonsäuren wurden damit deprotoniert und wieder 

wasserlöslich. Nach dem Pelletieren und der Abnahme des Überstandes wurde dieser auf 

pH 2 angesäuert und die Produkte mit Ethylacetat aus dem Puffer extrahiert. Für GC-MS 

Messungen wurden die Extrakte mit TMS-Diazomethan derivatisiert (s. 2.7.6.2). 

Die gaschromatographische Analyse der Umsetzungsprodukte eines mit pESC-

Leu::HaGAS2 und pESCURA::CYP71AVS/CPR transformierten Hefestammes zeigte einen 

kleinen zusätzlichen Peak (Abb. 3.26, Peak 4, RT = 17,04 min), der nicht in den Kontrollen 

auftrat und das erwartete Molekulargewicht von 248 für die derivatisierte Germacren A-Säure 

besaß. Die gebildeten Mengen dieses Produktes waren äußerst gering, obwohl das Protein 

exprimiert wurde, wie durch einen Western Blot der mikrosomalen Fraktion (s. 2.7.6.3) 

entsprechend transformierter EPY300 Hefezellen nachgewiesen wurde (Abb. 3.25). 

Da trotz des exprimierten Proteins nur sehr wenig Produkt in den Proben nachweisbar war, 

wurde zum Vergleich ein Gen mit hoher Sequenzähnlichkeit aus L. sativa anhand der 

Nukleotidsequenz in EST Daten des „Compositae Genome Project“ 

(http://compgenomics.ucdavis.edu/) identifiziert. Es konnte der gesamte codierende Bereich 

in Datenbanken aufgedeckt werden (s. 2.5.4). Das Gen erhielt den Arbeitstitel CYP71AVL. 

Abb. 3.25 Western Blot der mikrosomalen Fraktion aus Hefen 
zur Untersuchung der Expression von CYP71AVS. Pro Spur 
wurden 10 µg Protein aufgetragen und durch SDS-PAGE 
aufgetrennt. Als Positivkontrolle (PK) wurde ein Hefestamm 
verwendet, welcher mit dem Plasmid 
pESCURA::CYP71AV1/CPR transformiert war und bei dem die 
Expression und Funktionalität von CYP71AV1 (57 kD) bereits 
nachgewiesen war (RO et al. 2006). Als Negativkontrolle (NK) 
wurde ein mit dem Plasmid pESC-Ura ohne Insert transformierter 
EPY300 Stamm verwendet. Zur Expression von CYP71AVS (57 
kD) wurde EPY300 mit dem Plasmid pESCUra::CYP71AVS/CPR 
transformiert (HA) und unter gleichen Bedingungen wie PK und 
NK kultiviert und induziert. Die exprimierten Proteine CYP71AV1 
und CYP71AVS trugen ein N-terminales FLAG-Tag. Zur 
Detektion der Proteine wurde als primärer Antikörper Anti-Flag-
Antikörper eingesetzt. L: Leiter in kD. 
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Die Sequenzidentität der Aminosäuren gegenüber CYP71AV1 betrug 89 % 

(Sequenzähnlichkeit: 95 %). Nach Amplifikation durch PCR aus L. sativa wurde die Sequenz 

als PacI Fragment zusammen mit CPR in das Plasmid pESC-Ura kloniert 

(pESCUra::CYP71AVL/CPR) und analog zu CYP71AVS exprimiert (Abb. 3.24). 

Die Doppeltransformation von EPY300 mit der H. annuus Germacren A-Synthase HaGAS2 

und CYP71AVL/CPR führte zu einem vielfach höheren Signal für den schon durch die 

Expression von CYP71AVS identifizierten Peak mit der Retentionszeit von 17,04 min (Abb. 

3.26, Peak 4). Die Aktivität des Enzyms aus L. sativa wies somit unter den 

Expressionsbedingungen in den Hefezellen eine gegenüber CYP71AVS vielfach gesteigerte 

Aktivität auf. Neben dem Hauptpeak traten zwei weitere Peaks auf, die ebenfalls einen 

Massenpeak von 248 zeigten (Peak 5 mit RT = 17,25 min; Peak 7 mit RT = 18,95 min). Die 

Identität dieser Peaks konnte noch nicht geklärt werden. Im Aufreinigungsprotokoll wurde 

mehrfach unter sauren pH-Bedingungen gearbeitet. Da Germacren A-Carboxylsäure, wie 

auch Germacren A, eine relativ instabile Verbindung ist, könnte es zu einem säurebedingten 

Ringschluss zwischen C5 und C10 gekommen sein (Bildung von Costic-Säure). Ebenso wäre 

eine durch die Wärme des Injektors am Gaschromatographen hervorgerufenen Umlagerung 

zu Elema-1,3,11(13)-trien-12-oat möglich gewesen (DE KRAKER et al. 2001b). Da die 

Germacren A-Säure nach Literaturangaben eine höhere Retentionszeit als die 

Umlagerungsprodukte aufweisen müsste (DE KRAKER et al. 2001a), sind der aufgetretene 

Hauptpeak und Peak 5 eventuell den beschriebenen Umlagerungsprodukten zuzuschreiben, 

während Peak 7 die derivatisierte Germacren A-Säure darstellen könnte (Abb. 3.26). 

Ein in allen Chromatogrammen aufgetretener Peak mit einer Retentionszeit von 14,46 min 

(Peak 1) konnte als das lineare Sesquiterpen Nerolidol identifiziert werden. Farnesol, ein 

weiterer linearer Sesquiterpenalkohol, der durch saure Isomerisierung aus Nerolidol gebildet 

werden kann, wurde als sein Methylester in allen Proben nachgewiesen (Peak 3, RT = 16,96 

min). Es ist anzunehmen, dass diese Isomerisierung durch die Säurebehandlung während 

der Aufreinigung der Produkte aus dem Hefezellpellet eintrat. Ein weiteres säurebedingtes 

Umwandlungsprodukt stellt α-Selinen (Peak 2) dar, das in allen Extrakten aus Hefen, die 

HaGAS2 exprimierten, detektiert wurde. Im Kontrollansatz mit pESCUra::CYP71AVS/CPR 

war es nicht nachweisbar. α-Selinen ist hierbei als säurebedingtes Umwandlungsprodukt von 

Germacren A zu sehen (DE KRAKER et al. 1998, 2001b), das aus dem Zellpellet koextrahiert 

wurde und anschließend durch die eingesetzte Säure entstand. Die höchsten 

Konzentrationen von α-Selinen waren bei der alleinigen Expression von HaGAS2 in Hefen 

und bei der Koexpression von HaGAS2 und CYP71AVS/CPR zu finden. Dies ist ein weiterer 

Hinweis auf die Ableitung dieses Peaks von Germacren A und die Stoffwechselvorgänge in 

den transformierten Hefen. Im ersten Falle stellt Germacren A das erwartete Endprodukt dar. 

Aufgrund der fehlenden Dodecanüberschichtung wurde es in diesen Ansätzen nicht 
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vollständig von den Hefen abgegeben und deshalb in diesen Versuchen detektiert. Im 

zweiten Fall wurde aufgrund der niedrigen Aktivität von CYP71AVS nur wenig Germacren A 

zu Germacren A-Säure verstoffwechselt und blieb so teilweise in den Hefen akkumuliert. Bei 

der deutlich höheren Aktivität von CYP71AVL wurde Germacren A fast vollständig zu 

Germacren A-Carboxylsäure umgewandelt, weshalb der α-Selinen Peak deutlich kleiner 

ausfiel.  

Aus dem Bereich der Fettsäuren konnte in den Proben Palmitoleinsäuremethylester (Peak 6 

mit RT = 18,18 min) in unterschiedlichen Quantitäten identifiziert werden (Abb. 3.26). Alle 

Abb. 3.26 Analyse der Produkte verschiedener Hefetransformationsexperimente zur 
Identifizierung von Germacren A-Carboxylsäure. (a) GC-Chromatogramme der Extrakte aus 
transgenen Hefen zur funktionellen Charakterisierung von CYP71AVS und CYP71AVL. Es wurden 
Hefen des Stammes EPY300 mit verschiedenen Plasmidkonstrukten transformiert, die jeweiligen 
Kombinationen sind in (a) angegeben. Identifikation der einzelnen Verbindungen: Peak 1: Nerolidol 
(RT = 14,46); Peak 2: α-Selinen (RT = 15,65); Peak 3: Methylfarnesol (RT = 16,96); Peak 4: 
derivatisierte Germacren A-Säure oder ein Umwandlungsprodukt davon, mit dem Molekulargewicht 
von 248 (RT = 17,04), Peak 5 (RT = 17,25) und Peak 7 (RT = 18,95) sind weitere Verbindungen mit 
einem Molekulargewicht von 248; Peak 6: Palmitoleinsäuremethylester (RT = 18,18). (b) 
Massenspektrum von Peak 4 (Germacren A-Carboxylsäure oder Umlagerungsprodukt davon) mit der 
Retentionszeit von 17,04 min.  
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weiteren aufgetretenen Nebenpeaks zeigten keine für Sesquiterpene oder deren Derivate 

typische Massenspektren. Die Ergebnisse der GC-MS Messungen belegen eindeutig, dass 

durch die Expression von CYP71AVS und CYP71AVL ein neues Produkt in den Hefen 

gebildet wurde, das nur nachweisbar war, wenn gleichzeitig auch Germacren A synthetisiert 

wurde. Die Masse des Molekül-Ionenpeaks dieser Verbindung ist ein weiterer deutlicher 

Hinweis darauf, dass es sich um Germacren A-Carboxylsäure handelt. 

Referenzverbindungen waren nicht verfügbar. Die exakte strukturelle Aufklärung mittels 

NMR-Spektroskopie war aufgrund zu geringer Produktausbeuten bisher noch nicht möglich. 

Dennoch können CYP71AVS und CYP71AVL sicher als Germacren A-Monooxygenasen, 

beziehungsweise Germacren A C12-Oxidasen, bezeichnet werden. Es handelt sich dabei um 

neue, bisher nicht identifizierte Enzyme. 

3.4.2 RT-PCR Analyse der CYP71AVS Transkripte 

Das Auftreten von Transkripten von CYP71AVS wurde in verschiedenen Geweben (Abb. 

3.9) der Sonnenblume und während der Trichomentwicklung (Abb. 3.12) durch 

semiquantitative RT-PCR untersucht. Bezüglich der gewebespezifischen Transkription 

konnte ein Nachweis von mRNA für CYP71AVS in Wurzeln, jungen und alten Blättern sowie 

Abb. 3.27 Transkriptanalyse von CYP71AVS in verschiedenen Geweben und während der 
Trichomentwicklung. (a) Untersuchung der gewebespezifischen Expression von CYP71AVS durch 
RT-PCR mit spezifischen Primern. (Wu) Wurzel, (St) Stängel; (Ko) Kotyledone; (jB) junge Blätter; 
(aB) alte Blätter; (Sb) Strahlenblüten; (Tri) Trichome. L: Leiter in bp. (b) Analyse der 
Transkriptionsstärke von CYP71AVS während der Trichomentwicklung von der prä- bis zur 
postsekretorischen Phase. (L) Leiter in bp.  
In beiden Versuchen wurde eine einheitliche Menge an cDNA für die PCR-Reaktionen durch die 
Amplifikation der konstitutiv exprimierten mRNA für Ubiquitin eingestellt. Diese 
Amplifikationsergebnisse für den internen Standard sind in den Abbildungen 3.9 (für Abb. 3.27a) 
und 3.12 (für Abb. 3.27b) dargestellt. 

1000 
 
 
 

750 
 
 

500 

Wu        St        Ko        jB        aB        Sb        Tri L bp 

CYP71AVS 

FPPS 

präsekretorisch 
sekretorisch 

postsekretorisch 
Entwicklungsstadium 

1000 
 

700 

  500 

bp L 

CYP71AVS 

a 

b 



Ergebnisse  97 

     

Trichomen erbracht werden. Bei einer genaueren Betrachtung des Expressionszeitraumes in 

den Trichomen zeigte sich eine schwache Transkriptmenge in präsekretorischen und späten 

sekretorischen Stadien. Die Hauptexpressionszeit in den Trichomen liegt in vier 

aufeinanderfolgenden sekretorisch aktiven Trichomstadien (Abb. 3.27). 

Der Vergleich der gewebespezifischen Expression von CYP71AVS mit den Germacren A-

Synthasen der Sonnenblume zeigte eine vollkommene Übereinstimmung bezüglich der 

Lokalisation. Auch der Zeitraum der Expression in den Trichomen war mit HaGAS identisch. 

Dies ist ein Indiz für die Beteiligung der Germacren A-Synthasen und CYP71AVS am selben 

Biosyntheseweg, der Bildung von Sesquiterpenlactonen. 

 

3.5 Hypothetische Reaktionsmechanismen für die Bildung von 

Sesquiterpenen in den Drüsenhaaren der Sonnenblume 

Die Trichome der Sonnenblume stellen einen hochspezialisierten Gewebetyp dar, dessen 

primäre Funktion die Biosynthese von Sesquiterpenkohlenwasserstoffen und vor allem 

Sesquiterpenlactonen darstellt. In dieser Arbeit wurden drei an der Biosynthese dieser 

Substanzen beteiligte Enzyme identifiziert. Abbildung 3.28 gibt einen Überblick über die von 

den Germacren A-Synthasen, der Cadinen-Synthase und des Cytochromes CYP71AVS 

katalysierten Reaktionen.  

Die Bildung der Sesquiterpene läuft über eine Serie hochreaktiver carbokationischer 

Intermediate (CANE 1990; STEELE et al. 1998; CANE 1999). Die Reaktion wird durch 

Abspaltung eines Protons oder durch die Anlagerung einer nukleophilen Gruppe gestoppt 

und resultiert, wie im Fall von HaCS, oft in der Bildung mehrerer Produkte.  

Ausgangpunkt für die Biosynthese der Sesquiterpene ist in allen Fällen das lineare 

Farnesylpyrophosphat (Abb. 1.3), das unter Beteiligung eines zweiwertigen Metallions (meist 

Mg2+) im aktiven Zentrum der Sesquiterpensynthasen ionisiert wird. Im Falle der Bildung von 

β-Caryophyllen durch HaCS kommt es zu einem elektrophilen Angriff von C1 an die 

Doppelbindung zwischen C10 und C11. Dies resultiert in der 1,11-Zyklisierung und einer 

Hydridverschiebung. Durch einen weiteren elektrophilen Angriff auf die Doppelbindung 

zwischen C2 und C3 kommt es zur Bildung der Doppelbindung zwischen C2 und C10, und 

damit zur Ausbildung des Cyclobutanrings. Durch Deprotonierung dieses Intermediats 

entsteht die Doppelbindung zwischen C3 und C15 mit dem Produkt β-Caryophyllen. Anstelle 

des Ringschlusses zwischen C1 und C11 kann das Farnesylkation von HaCS, auch zum 

Nerolidyldiphosphat umgewandelt werden, durch eine Drehung entsteht aus dem trans- das 

cis-Isomer dieses Moleküls. Nach der Abspaltung des Pyrophosphatrestes kommt es 

ebenfalls zum 1,10-Ringschluss. Ein Hydridshift innerhalb des Moleküls und eine weitere 

Zyklisierung (1,6) führt zur Bildung des Cadinen-Grundgerüstes. Durch Deprotonierung 
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entsteht aus diesem Molekül mit γ-Cadinen eines der beiden Hauptprodukte von HaCS 

sowie α-Muuorlen. Zur Bildung des trizyklischen Sesquiterpens α-Copaen ist vor der 

Deprotonierung der Ringschluss zwischen C2 und C7 nötig. 

Die beiden Germacren A-Synthasen HaGAS1 und HaGAS2 katalysieren gegenüber HaCS 

weniger Reaktionsschritte und bilden jeweils nur ein Endprodukt. Nach der Bildung des 

Farnesylkations kommt es durch einen Ringschluss zwischen C1 und C10 zur Bildung des 

Germacren-Grundgerüstes. Die anschließende Deprotonierung führt zur Doppelbindung 

zwischen C11 und C12 und zum Endprodukt dieser Enzyme, dem Germacren A. Germacren A 

bildet jedoch nur ein Intermediat auf dem biosynthetischen Weg zu den 

Sesquiterpenlactonen. Die durch die Monooxygenasen CYP71AVS und CYP71AVL 

katalysierten Reaktionen der Umwandlung von Germacren A zur Germacren A-Carbonsäure 

(Germacratrien-12-oat) verläuft vermutlich analog zur von Ro und Mitarbeitern (2006) 

beschriebenen Oxidation von Amorpha-4,11-diene zu Artemisininsäure, die durch das 

sequenzähnliche Enzym CYP71AV1 katalysiert wird. Für CYP71AV1 konnte von Ro et al. 

(2006) und Teoh et al. (2006) durch in vitro Experimente gezeigt werden, dass dieses Enzym 

die dreistufige Oxidation von Amorpha-4,11-dien über Artemisininalkohol und 

Artemisininaldehyd zu Artemisininsäure katalysiert. Im ersten Schritt der Oxidation von C12 

übernimmt es hierbei eine Oxidasefunktion während die beiden nächsten Schritte einer 

Dehydrogenasereaktion entsprechen. Analog hierzu besteht der erste Schritt der Bildung von 

Germacren A-Säure somit in der Hydroxylierung der Isopropenyl-Seitenkette des Germacren 

A, die zur Bildung eines Germacren A-Alkohols (Germacra-1(10),4,11(13)-trien-12-ol) führt. 

Die Umwandlung des Alkohols zur Germacren A-Säure (Germacra-1(10),4,11(13)-trien-12-

oat) verläuft über Germacren A-Aldehyd (Germacra-1(10),4,11(13)-trien-12-al) als 

Zwischenprodukt (Abb. 3.28). Mit der Aufklärung dieser durch ein einzelnes Enzym 

katalysierten Reaktionsschritte ist ein weiteres Intermediat auf dem Weg zu den 

Sesquiterpenlactonen erreicht. Zur Bildung der 7,6-Sesquiterpenlactone ist anschließend 

eine Hydroxylierung von C6 und die darauf folgende Bildung des inneren Esters des 

Lactonrings durch ein weiteres P450-Enzym nötig.  
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4 Diskussion 

4.1 Terpensynthasen, die Schlüsselenzyme der Terpenbiosynthese 

Sesquiterpenlactone sind neben den Polyacetylenen die typischen Sekundärmetabolite der 

Asteraceen. Die Schlüsselenzyme des Sesquiterpenlacton-Biosyntheseweges stellen die 

Terpensynthasen dar. Diese sind seit einigen Jahren Gegenstand großen Interesses. Zu 

Beginn der Arbeiten an Terpensynthasen wurden diese aus Pflanzenmaterial isoliert, 

aufgereinigt und biochemisch charakterisiert (POULOSE & CROTEAU 1978; DEHAL & CROTEAU 

1988; VÖGELI et al. 1990). Dies war mit zahlreichen Schwierigkeiten verbunden. Zum einen 

werden die Terpensynthasen oft nur in spezifischen Geweben gebildet, die wie im Falle der 

Trichome nicht einfach zugänglich sind. Desweiteren findet die Biosynthese oft nur in zeitlich 

begrenzten Lebensphasen der Pflanzen- oder Gewebeentwicklung statt. Zusätzlich ist die 

Konzentration dieser Enzyme in den Pflanzen meist relativ gering. Fortschritte in den 

molekulargenetischen Arbeitstechniken haben dazu geführt, dass heute die Enzyme über die 

Isolierung und Klonierung der cDNA und die anschließende heterologe Expression in 

Mikroorganismen verfügbar gemacht und untersucht werden. 

Terpensynthasen wurden hierzu vorwiegend durch die Analyse von mRNA aus Elicitor-

behandelten Pflanzen (YOSHIOKA et al. 1999; BENNETT et al. 2002) oder Zellsuspensions-

kulturen isoliert (BACK & CHAPPELL 1995). Zur Identifizierung von Monoterpensynthasen der 

Lamiaceen wurden vor allem in der Arbeitsgruppe von Croteau auch gezielt Drüsenhaare 

isoliert (MCCASKILL & CROTEAU 1995; CROCK et al. 1997; TURNER et al. 1999; HOELSCHER et 

al. 2003; IIJIMA et al. 2004). Die am häufigsten angewendete Methode ist hierbei das 

Abschlagen der Trichome mittels Glaskugeln von gefrorenen Blättern (GERSHENZON et al. 

1987; GERSHENZON et al. 1992). Da bei Asteraceen die Trichome oft in die Blattoberfläche 

eingesenkt sind und die Zahl der Trichome gegenüber Lamiaceen oder Solanaceen deutlich 

geringer ist, stößt diese Methode bei dieser Pflanzenfamilie an ihre Grenzen. Zusätzlich ist 

die biosynthetisch aktive Phase dieser Trichome deutlich kürzer als die der Lamiaceen und 

schon in früheren Entwicklungsstadien der Blätter abgeschlossen (SPRING et al. 1987). 

Außer den drei in dieser Arbeit erstmals beschrieben Sesquiterpensynthasen, wurde bisher 

mit der Germacren A-Synthase aus Artemisia annua (BERTEA et al. 2006) nur eine einzelne 

weitere Terpensynthase aus Drüsenhaaren von Asteraceen beschrieben. Die ersten 

Germacren A-Synthasen dieser Familie wurden aus Lactuca sativa nach der Inokulation mit 

dem Oomyceten Bremia lactuca isoliert (BENNETT et al. 2002). Gleichzeitig wurden zwei 

weitere Germacren A-Synthasen in Blättern von Cichorium intybus gefunden (BOUWMEESTER 

et al. 2002). Auch für die Isolierung aller weiteren bekannten Germacren A-Synthasen der 

Asteraceen wurden Blätter als Ausgangsmaterial für die Extraktion von RNA genutzt 

(PROSSER et al. 2002; KIM et al. 2005; REN et al. 2006).  
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In dieser Arbeit konnten erstmals mehrere Sesquiterpensynthasen direkt aus den Trichomen 

von Asteraceen isoliert und ihre entwicklungsspezifische Expression dargestellt werden. Zu 

allen drei identifizierten Sesquiterpensynthasen konnten die kompletten offenen Leserahmen 

ermittelt werden. Die berechneten Molekulargewichte dieser Enzyme (64 kD) lagen im 

Bereich der Molekulargewichte bereits bekannter pflanzlicher Terpensynthasen (BOHLMANN 

et al. 1998). Alle drei Enzyme zeigten in der von der mRNA-Sequenz abgeleiteten 

Aminosäuresequenz für Terpensynthasen typische Sequenzmotive. Das in allen 

Prenyltransferasen und Terpensynthasen vorhandene hoch konservierte DDxxD-Motiv ist in 

den Sesquiterpensynthasen an der Bindung des Farnesylpyrophosphates beteiligt. Durch ein 

dort an die Aspartatreste gebundenes divalentes Magnesiumion wird die 

Pyrophosphatgruppe des Prenyldiphosphates komplexiert (CANE & XUE 1996; STARKS et al. 

1997). 35 Aminosäuren stromaufwärts befindet sich das ebenfalls hoch konservierte RxR-

Motiv. Für dieses Motiv wird angenommen, dass die Argininreste die im aktiven Zentrum 

unter Beteiligung des DDxxD-Motives abgespaltene Pyrophosphatgruppe fixieren und eine 

Addition dieser Gruppe an das entstehende Carbokation verhindern (THOLL et al. 2005).  

Nach einer von BOHLMANN et al. (1998) vorgeschlagenen Klassifizierung der pflanzlichen 

Terpensynthasen, werden diese basierend auf der Ähnlichkeit ihrer Aminosäuresequenz in 

sechs Untergruppen eingeteilt. Die Enzyme einer Untergruppe zeigen hierbei untereinander 

mindestens 40 % Aminosäureidentität. Sesquiterpen- und Diterpensynthasen der 

Angiospermen bilden die Klasse Tpsa, die sich deutlich von den Mono- und 

Sesquiterpensynthasen der Gymnospermen unterscheiden. Die in der Sonnenblume 

gefundenen Enzyme sind aufgrund ihrer Aminosäuresequenz erwartungsgemäß den 

Enzymen der Untergruppe Tpsa zuzuordnen. Evolutiv wird für alle Terpensynthasen ein 

gemeinsames Vorläufergen postuliert. Phylogenetische Rekonstruktionen zeigten, dass die 

Trennung von Terpensynthasen des Primär- und des Sekundärmetabolismus in einem 

gemeinsamen Vorläufer der Angio- und Gymnospermen stattgefunden hat (BOHLMANN et al 

1998). Diese Ergebnisse wurden durch die Analyse der Exon-Intron-Struktur einiger 

Terpensynthasen bestätigt (TRAPP & CROTEAU 2001). In dieser Untersuchung wurde auch 

die Einteilung der Terpensynthasen in drei Klassen vorgeschlagen, wobei die Entwicklung 

der Terpensynthasen durch den Verlust von Introns nachvollzogen werden konnte. Die 

Sequenzierung des genomischen Abschnittes der Sesquiterpensynthasen der Sonnenblume 

zeigte die für Terpensynthasen der Klasse III typische Größe und Anordnung der einzelnen 

Introns auf dem sequenzierten genomischen DNA-Abschnitt. Die Sesquiterpensynthasen der 

Sonnenblume gehören somit zu den evolutiv jungen Terpensynthasen. 
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4.2 Gewebe- und entwicklungsspezifische Expression von drei 

Sesquiterpensynthasen der Sonnenblume 

Untersuchungen an Lactuca sativa hatten eine deutliche Korrelation der Expression von 

Sesquiterpensynthasen mit dem Befall durch den Oomyceten Bremia lactucae gezeigt 

(BENNETT et al. 2002), was auf die Bedeutung der gebildeten Terpenoide in der induzierten 

Pathogenabwehr hinweist. Für die Sesquiterpensynthasen der Sonnenblume konnte dieser 

Zusammenhang nicht gezeigt werden. Der Befall mit dem Oomyceten Plasmopara halstedii 

führte zu keiner Erhöhung der Expression in den getesteten Geweben (Daten nicht 

dargestellt). Alle bisher erhobenen Daten weisen auf eine konstitutive Bildung und endogene 

Regulation der Sesquiterpensynthasen in bestimmten Organen, beziehungsweise Geweben 

der Sonnenblume hin.  

Die Analyse der gewebespezifischen Expression zeigte das Auftreten von Transkripten der 

H. annuus Germacren A-Synthasen in Wurzeln, jungen und alten Blättern, vor allem aber in 

den glandulären Trichomen. Bei der genaueren Betrachtung der Expression innerhalb 

verschiedener Stadien der Trichomentwicklung konnte gezeigt werden, dass die Expression 

stark reguliert ist, nur während der sekretorisch aktiven Phase geschieht und keiner 

Induktion von außen bedarf. Eine derartige Feinauftrennung verschiedener 

Entwicklungsstadien von Trichomen und deren Nutzung für molekularbiologische 

Untersuchungen wurde bisher für keine andere Pflanzenart gezeigt. Der dadurch ermittelte 

Zeitraum der Aktivität der Sesquiterpensynthasen deckt sich genau mit dem durch HPLC-

Analysen ermittelten Entwicklungsabschnitt der Trichome, in dem die Sekretion von 

Sesquiterpenlactonen stattfindet (HEIL & SPRING 1999; GÖPFERT 2003). Die Bildungsphase 

der Sesquiterpenlactone war anhand der HPLC-Analysen mit 8 bis 9 Tagen angenommen 

worden, was sich durch die in dieser Arbeit gezeigten Untersuchungen bestätigte. Die 

Untersuchung des STL-Gehaltes in Blättern von H. annuus zeigte, dass nach den ersten 10 

Tagen der Blattentwicklung keine weitere Zunahme erfolgte (SPRING et al. 1987). Auch 

dieses Ergebnis wird durch die Analyse der Trichome aus den Antherenspitzen gestützt und 

weist auf die entwicklungsmäßige Übereinstimmung von Haaren der Blätter und der Blüten 

hin. Messungen des Monoterpengehaltes der Blätter von Mentha x piperita erfassten den 

Beginn der Bildung von Monoterpenen in Trichomen auf 8-10 Tage alten Blättern. Die 

Biosynthese erfolgte dort ebenfalls über einen Zeitraum von 10 Tagen (GERSHENZON et al. 

2000). Während der Bildungszeitraum identisch ist, scheint der Beginn der Inhaltstoffbildung 

zwischen Lamiaceen und Asteraceen verschieden gesteuert zu sein. 

Die Regulation weiterer untersuchter Gene des Terpenstoffwechsels in den Trichomen 

geschieht unabhängig von der Expression der Germacren A-Synthasen. Transkripte der 

Farnesylpyrophosphat-Synthase waren schon in den ersten präsekretorischen- und auch 

noch in der postsekretorischen Phase der Trichome nachweisbar. FPP dient in den Zellen 
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jedoch nicht nur als Ausgangsprodukt für die Biosynthese von Sesquiterpenen, sondern ist 

auch ein Intermediat für die Bildung von Steroiden und den davon abgeleiteten 

Verbindungen (SITTE et al. 2002). Dies lässt eine eigenständige Regulation sinnvoll 

erscheinen. 

Interessant ist der Zusammenhang mit dem Primärstoffwechsel der Drüsenhaarzellen. 

Gleichzeitig mit dem Ende der Rubisco-Expression endet auch die Expression der 

Germacrensynthasen, die offensichtlich von einem funktionierenden Primärstoffwechsel in 

den Haarzellen selbst abhängen und nicht aus anderen Gewebezellen der Antheren 

beziehungsweise des Blattes energetisiert werden. Nach dem Ende der biosynthetisch 

aktiven Zeit der Trichome beginnen die Stielzellen zu degenerieren und sterben ab 

(GÖPFERT 2003).  

Transkripte für die Germacren A-Synthasen waren außer in Trichomen auch in jungen und 

alten Blättern, sowie in Wurzeln nachweisbar. Auf jungen Blättern ist dies durch die Aktivität 

der Synthasen in den vorwiegend auf der Blattunterseite auftretenden glandulären 

Trichomen erklärbar. Sowohl diese Arbeit, als auch früherer Untersuchungen zur STL-

Akkumulation auf Blättern (SPRING et al. 1987) haben gezeigt, dass die Biosynthese der STL 

in den Trichomen auf vollständig entwickelten Blättern weitgehend beendet ist. Dass 

dennoch Transkripte der Germacren-Synthasen nachgewiesen werden konnten, könnte ein 

Hinweis auf die Biosynthese von STL in weiteren Zelltypen ausdifferenzierter Blätter sein. 

Untersuchungen hierzu liegen bisher nicht vor. Auf den Blättern der Sonnenblume werden 

Sesquiterpene auch in linearen Drüsenhaaren gebildet, und dort in den apikalen Zellen 

gespeichert. Die Biosynthese des Bisabolen-Grundgerüstes der dort identifizierten 

Glandulone (SPRING et al. 1992) verläuft jedoch nicht über das Intermediat Germacren A. Es 

ist allerdings nicht auszuschließen, dass in den linearen Drüsenhaaren weitere, bisher nicht 

identifizierte STL vorkommen, deren Biosynthese unter Beteiligung von Germacren A- 

Synthasen abläuft. 

Neben dem Transkript für HaGAS wurde in ausdifferenzierten Blättern auch die Expression 

von CYP71AVS gezeigt. Dieses Enzym ist ebenfalls an der Biosynthese von 

Sesquiterpenlactonen beteiligt und zeigt in Trichomen, Blättern und Wurzeln das identische 

Expressionsmuster wie HaGAS. Das Auftreten des Transkripts für CYP71AVS im 

Wurzelbereich kann als Indiz dafür angesehen werden, dass die Bildung von STL bei der 

Sonnenblume auch in diesen Pflanzengeweben stattfindet. Die zelluläre Lokalisierung ist 

bisher nicht nachgewiesen, jedoch können die in dieser Arbeit beschriebenen Antikörper 

dazu genutzt werden diese Frage zu klären. Die gezeigte hohe Spezifität gegenüber den 

Sesquiterpensynthasen lässt es möglich erscheinen, diese Enzyme ohne Kreuzreaktionen in 

verschiedenen Geweben der Sonnenblume zu detektieren. Da es sich um polyklonale 
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Antikörper handelt, wird eine Unterscheidung zwischen verschiedenen Sesquiterpen-

synthasen jedoch nicht möglich sein.  

Die intrazelluläre Aufteilung der Biosynthese verschiedener Terpenklassen zwischen Cytosol 

und Chloroplasten wurde molekularbiologisch gezeigt und für Monoterpensynthasen durch 

Hybridisierungsexperimente mit Antikörpern geklärt (BOUVIER et al. 2000). Dabei konnten 

diese Monoterpensynthasen in den Leucoplasten der Drüsenhaare von Lamiaceen 

nachgewiesen werden (TURNER et al. 1999). Sesquiterpensynthasen werden allgemein als 

im Cytosol lokalisierte Enzyme angesehen. Ein subzellulärer Nachweis durch in situ 

Lokalisierungsexperimente wurde bisher noch nicht erbracht. Im mikroskopischen Bild 

unterschieden sich die beiden apikalen Zellpaare der paarig angeordneten Stielzellen von 

glandulären Trichomen der Sonnenblume durch das Fehlen von Chloroplasten von allen 

anderen Stielzellen (GÖPFERT 2003). Dieser Unterschied ist auch für andere glanduläre 

Trichome aus Asteraceen bekannt, die alle einen ähnlichen Aufbau zeigen (DUKE & PAUL 

1993). Dies könnte ein Indiz dafür sein, dass auch die Funktionen der Zellen variieren, und 

es sich bei diesen Zellpaaren um die Orte der Biosynthese der Sesquiterpenlactone handelt. 

Eingehende Untersuchungen dazu werden mit den getesteten Antikörpern ebenfalls möglich 

sein und weitere Einblicke in die Biosynthese der STL in den Trichomen und anderen 

Geweben der Sonnenblume erbringen. 

 

4.3 Expression und funktionelle Charakterisierung der 

Sesquiterpensynthasen der Sonnenblume 

Zur funktionellen Charakterisierung der drei aus Trichomen der Sonnenblume isolierten 

Sesquiterpensynthasen wurden diese heterolog in E. coli und S. cerevisiae exprimiert. Die 

Herstellung der rekombinanten Enzyme in E. coli erfolgte für die verschiedenen Enzyme 

unter unterschiedlichen Bedingungen, um die Bildung von Einschlusskörperchen möglichst 

gering zu halten. Die Puffersysteme für in vitro Enzym-Substrat-Umsetzungversuche wurden 

nach vorhandenen Literaturangeben modifiziert (BENNETT et al. 2002; BOUWMEESTER et al. 

2002; BERTEA et al 2006). Für Versuche mit den Germacren A-Synthasen erwiesen sich 

diese Puffer als geeignet, jedoch zeigte rHaCS unter diesen Bedingungen nur eine sehr 

geringe Aktivität, weshalb dieses Enzym durch eine in vivo Expression in Hefen funktionell 

charakterisiert wurde. 
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4.4 Zwei Germacren A-Synthasen aus Trichomen der Sonnenblume 

Das durch in vitro Enzym-Substrat-Reaktionen gebildete Produkt beider rekombinanter 

Germacren A-Synthasen (HaGAS1, HaGAS2) war identisch und unterschied sich nicht vom 

Produkt der Synthese nach heterologer Expression der Gene in Hefen.  

Bei der Analyse des gebildeten Germacren A auf verschiedenen GC-MS Anlagen kam es 

nicht immer zu einer vollständigen Umlagerung des Germacren A zu β-Elemen, wie es durch 

die verwendete Injektor-Temperatur aufgrund von Literaturangeben zu erwarten gewesen 

wäre (DE KRAKER et al. 2001b; BERTEA et al. 2006; FARALDOS et al. 2007). Warum es auf 

ähnlichen Geräten mit den selben Injektions- und Trennparametern zu unterschiedlich 

starken Umlagerungsreaktionen kam, konnte nicht ermittelt werden. Die teilweise vor dem 

Germacren A-Peak ansteigende Basislinie der GC-Chromatogramme ist in der Literatur 

mehrfach als breiter „hump“ beschrieben worden und ebenfalls mit Umlagerungsreaktionen 

aufgrund der Injektortemperatur des Gaschromatographen zu erklären (DE KRAKER et al. 

2001b; BERTEA et al. 2006; FARALDOS et al. 2007). 

Da für Germacren A-Synthasen schon einige vollständige Charakterisierungen vorlagen und 

diese sich bezüglich Km-Werten und pH-Optimum kaum unterschieden (BENNETT et al 2002; 

BOUWMEESTER et al. 2002; KIM et al. 2005; BERTEA et al. 2006; REN et al. 2006), wurden 

diese Parameter für die beiden Germacren A-Synthasen aus H. annuus nicht ermittelt. Eine 

funktionelle Charakterisierung bezüglich des Produktspektrums war für die Aussagen zu den 

Vorgängen innerhalb der Trichome ausreichend.  

Inzwischen zeigt sich zunehmend, dass die Expression von Sesquiterpensynthasen in Hefen 

gegenüber der heterologen Expression in E. coli weitere große Vorteile bietet. So wurden in 

den letzten zwei Jahren mehrere Synthasen erfolgreich heterolog in den S. cerevisiae 

exprimiert und modifizierende Schritte charakterisiert (LINDAHL et al. 2006; Ro et al. 2006; 

TAKAHASi et al. 2007). Die auf die Bildung der Sesquiterpen-Grundgerüste folgenden 

Modifikationen werden oftmals von Cytochrom P450-Enzymen katalysiert. Deren funktionelle 

Expression in E. coli ist sehr kompliziert, da E. coli als Prokaryont nicht über die nötige 

Membranausstattung zur richtigen subzellulären Lokalisation dieser Enzyme verfügt (CHANG 

et al. 2007). Eine Coexpression der Schlüsselenzyme der Sesquiterpenbiosynthese 

zusammen mit den modifizierenden Enzymen ist daher in Hefen wesentlich 

vielversprechender. Die potenzielle Nutzungsmöglichkeit einer solchen Coexpression zur 

Herstellung von Intermediaten der Sesquiterpenlactonbiosynthese zeigte sich am Beispiel 

der Produktion der Artemisininsäure (RO et al. 2006). 

 



Diskussion  107 

     

4.5 Identifizierung des Biosyntheseschrittes von Germacren A zu 

Germacren A-Carboxylsäure 

Cytochrom P450 Enzyme stellen eine außergewöhnliche Superfamilie von Biokatalysatoren 

dar, die jede andere Enzymgruppe bezüglich der Zahl potenzieller Substrate und 

katalysierter Reaktionen übertrifft (NELSON 2006). Diese Enzyme fungieren als 

Monooxygenasen oder Oxidasen und finden sich fast ausschließlich membrangebunden am 

endoplasmatischen Retikulum und nach Aufreinigung aus Proteinextrakten in der 

mikrosomalen Fraktion. Als Redoxpartner sind mit nur einzelnen Ausnahmen NADPH-P450 

Reduktasen beteiligt (SONG & BRASH 1991; MATSUI et al. 1999), die ebenfalls 

membrangebunden auftreten.  

P450 Enzyme sind bekanntermaßen auch an der Biosynthese von Terpenen beteiligt, so war 

etwa die Geraniol 10-Hydroxylase eines der ersten charakterisierten pflanzlichen P450 

Proteine (MEEHAN & COSCIA 1973). Zahlreiche weitere Enzyme mit modifizierenden 

Funktionen der Terpengrundgerüste zählen zur CYP71A Unterfamilie der Cytochrome (KARP 

et al. 1990; HALLAHAN et al. 1994; LUPIEN et al. 1999; MAU & CROTEAU 2006). 

Die Identifizierung des P450 Enzyms CYP71AVS in Trichomen von H. annuus (CYP71AVS) 

fügt der Cytochromfamilie CYP71 ein weiteres sehr wichtiges Element hinzu. Das 

sequenzähnliche Enzym aus Artemisia annua, welches die Synthese von Artemisininsäure 

aus Amorphadien katalysiert (RO et al. 2006), war das erste publizierte Enzym für die der 

Zyklisierungsreaktion folgenden Biosynthese von Sesquiterpenlactonen. Armorphadien 

besitzt allerdings ein Cadinan-Grundgerüst und gehört damit nicht zu den sehr viel häufiger 

vorkommenden Sesquiterpenlactonen mit Germacranolid- bzw. Heliangolidskelett. Zu den 

beiden letztgenannten gehören auch die in den Trichomen der Sonnenblume am stärksten 

vertretenen STL. Mit der Identifizierung von CYP71AVS wurde somit ein weiterer 

essenzieller Schritt in der Biosynthese von Sesquiterpenlactonen beschrieben.  

Aufgrund der niedrigen Aktivität von CYP71AVS musste die Funktion durch die Expression 

eines Enzyms mit hoher Sequenzähnlichkeit aus Lactuca sativa (CYP71AVL) bestätigt 

werden. Die Ergebnisse zeigten eindeutig, dass die Funktion beider Enzyme identisch ist. 

Die Identität des gebildeten Produktes konnte aufgrund zu geringer Produktausbeute bisher 

nur indirekt nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch, dass die durch CYP71AVS und 

CYP71AVL gebildete Verbindung nur dann auftrat, wenn als Substrat Germacren A in den 

Hefezellen vorhanden war. Als Intermediate im angenommenen Reaktionsschritt kamen 

Germacren A-Alkohol und Germacren A-Aldehyd in Frage, sofern man die für CYP71AV1 

beschriebenen Reaktionsschritte (RO et. al. 2006) zu Grunde legt. Die Ergebnisse zeigten 

einen Molekül-Ionenpeak von 248 für das von CYP71AVS/L gebildete Produkt. Dies ist exakt 

die erwartete Masse für die Germacren A-Carboxylsäure nach Methylierung, die zur Analyse 

durch Gaschromatographie erforderlich war. Für die beiden Intermediate wären kleinere 
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Molekül-Ionenpeaks zu erwarten gewesen. Auch wenn die Verbindung noch nicht strukturell 

durch NMR bestätigt ist, so lassen die Ergebnisse doch kaum Zweifel an der Identität des 

Produktes zu. Die Enzyme CYP71AVS und CYP71AVL sind somit als multifunktionelle 

Monooxygenasen anzusehen. Es werden drei aufeinanderfolgende Oxidationsschritte an C12 

des Germacren A Moleküls katalysiert, weshalb sie auch als Germacren A-Monoxygenasen 

oder Germacren A-C12-Oxidasen bezeichnet werden können. Der Reaktionsmechanismus 

mit drei aufeinanderfolgenden oxidativen Schritten ist eine bisher nur selten nachgewiesene 

Funktion eines einzelnen Cytochrom P450 Enzyms. Weitere Enzyme, die diese Reaktionen 

durchführen sind aus der Gibberellin-Biosynthese bekannt (HELLIWELL et al. 1999, 2001). 

Zur strukturellen Bestätigung durch NMR-Spektroskopie muss die Menge an gebildetem 

Produkt deutlich erhöht werden. Für die Expressionsversuche wurden selektive Medien 

verwendet. Eigene Versuche haben jedoch gezeigt, dass die Expressionsstärke von 

plasmidkodierten Enzymen im verwendeten Hefestamm sehr stark abhängig vom 

eingesetzten Medium war. Bei der Expression der Sesquiterpensynthasen in Hefen zeigte 

sich eine vielfach höhere Produktkonzentration durch die Kultivierung der Hefen in einem 

Vollmedium (YPA) gegenüber den selektiven Medien. Entgegen den vielfach für die 

Expression von Cytochrom P450 verwendeten WAT-Hefestämmen mit bereits integrierten 

pflanzlichen P450-Reduktasen (POMPON et al. 1996), ist der Stamm EPY300 für die 

Expression von Sesquiterpensynthasen optimiert und besitzt diese zusätzlichen Reduktasen 

nicht (RO et al. 2006). Dies hat zur Folge, dass für die Expression von CYP71AVS und 

CYP71AVL neben der Germacren A-Synthase auch eine pflanzliche Cytochrom P450-

Reduktase eingebracht werden musste. Da im vorhandenen high-copy Hefevektor jedoch 

nur zwei multiple cloning sites vorhanden waren, mussten die drei exprimierten Gene auf 

zwei low copy Plasmide mit unterschiedlichen Selektionsmarkern verteilt werden. Für die 

Expression in einem Vollmedium ist die Verwendung von high-copy Vektoren jedoch 

Voraussetzung, da ansonsten die Hefen während der Inkubationszeit die nicht benötigten 

Plasmide verlieren. Da bisher nur das high-copy Plasmid zur Verfügung stand (pESC-

Leu2d), ist derzeit die Konstruktion eines high-copy Expressionsplasmid mit drei multiple 

cloning sites in Arbeit (D.-K. RO, persönliche Mitteilung). Dies würde die Expression aller drei 

benötigten Gene unter Vollmediumbedingungen erlauben und könnte zu einer deutlich 

gesteigerten Produktbildung führen, welche ausreichend für eine Identifizierung durch NMR-

Spektroskopie sein sollte. 

Von DE KRAKER et al. (2001a) wurde die Biosynthese von Germacren A-Carboxylsäure aus 

Germacren A auf die Aktivität von mindestens zwei Enzymen zurückgeführt. Für diese 

Versuche wurde ein Wurzelextrakt aus Cichorium intybus verwendet. Die Biosynthese von 

Germacren A-Alkohol aus Germacren A-Säure wurde dabei einem Cytochrom P450 

zugeschrieben, die beiden darauf folgenden Schritte der Umwandlung dieses Produktes zu 
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Germacren A-Säure wurde auf die Aktivität von ein oder zwei löslichen Dehydrogenasen 

zurückgeführt. Diese Ergebnisse können mit den Daten aus dieser Arbeit nicht bestätigt 

werden. Es konnte gezeigt werden, dass alle drei Schritte von derselben membran-

gebundenen Monooxygenase übernommen werden. Offen bleibt die Frage warum 

CYP71AVS trotz der sehr hohen Aminosäureidentität zu CYP71AVL eine viel schwächere 

Aktivität zeigte. Es kann vermutet werden, dass die unterschiedliche cytologische Herkunft 

dieser beiden Enzyme eine Rolle spielt. Eventuell entsprechen die Bedingungen in den 

Hefenzellen mehr den Optimumsbedingungen für die natürlicherweise in den Milchröhren 

von L. sativa exprimierten CYP71AVL als denen des in Trichomen lokalisierten CYP71AVS. 

Als Redoxpartner für beide Enzyme wurde eine Cytochrom-Reduktase aus Artemisia annua 

verwendet. Die Aktivitäts-Unterschiede könnten also auch auf eine schlechtere Interaktion 

zwischen CYP71AVS und dieser Reduktase zurückzuführen sein.  

 

4.6 Die H. annuus Cadinen-Synthase ist ein Multiproduktenzym 

Bei der Isolation von Enzymen zur Bildung der Sesquiterpenkohlenwasserstoffe aus FPP 

wurde mit der Cadinen-Synthase (HaCS) neben den beiden Germacren A-Synthasen auch 

ein Multiproduktenzym identifiziert.  

Die Umsetzung von FPP durch rHaCS in vitro erbrachte nur sehr geringe Produktmengen, 

die eine Aussage über die Struktur der Verbindungen nach GC-MS Analysen nicht erlaubten. 

Ob HaCS generell eine wesentlich geringere Aktivität als HaGAS aufweist, oder die 

gewählten Reaktionsbedingungen nicht optimal waren, ist bisher nicht geklärt. Da es sich 

aber sowohl bei HaCS, als auch bei HaGAS wahrscheinlich um lösliche Enzyme handelt, 

deren intrazelluläre Lokalisation im Cytosol der selben Zellen angenommen wird, sollten die 

funktionellen Bedingungen in vivo ähnlich sein. Eine Optimierung der in vitro 

Umsetzungsreaktion von HaCS hätte die Messung von zahlreichen Proben durch GC-MS 

erfordert. Da aber für diese Vielzahl an Proben kein ausreichender Zugang zu einem solchen 

Gerät bestand, wurde auf eine diesbezügliche Optimierung verzichtet. Mittels Expression von 

HaCS in transgenen Hefen gelang es, die Produktmenge für GC-MS Analysen deutlich zu 

erhöhen. Durch die Expression als Thioredoxin-Fusionsprotein wurde die Aktivität des 

heterolog exprimierten Proteins in Hefen nochmals vielfach gesteigert und es wurden 

Produktmengen erreicht, die zu aussagekräftigen Massenspektren führten. Die Nutzung des 

Fusionsproteins für in vitro Umsetzungsversuche hatte keinen Einfluss auf die 

Produktspezifität der Synthasen, verglichen mit der Expression des nativen Proteins in S. 

cerevisiae. Ebenso zeigte sich das Produktspektrum identisch zu den Daten, welche durch in 

vitro Umsetzungsversuche erreicht wurden. Durch Datenbankvergleiche und dem 

anschließenden Einsatz von Referenzverbindungen konnten die meisten Produkte von 
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HaCS identifiziert werden. Die Benennung des Enzyms erfolgte nach einem der beiden 

eindeutig identifizierten Hauptpeaks (γ-Cadinen). Trotz ausgiebiger Datenbankrecherche und 

der Analyse verschiedener Referenzverbindungen konnte die Identität des zweiten 

Hauptpeaks nicht eindeutig geklärt werden. Das Massenspektrum dieser Verbindung lässt 

jedoch auf eine weitere Verbindung mit Cadinan-Grundgerüst und struktureller Ähnlichkeit 

zur zweiten Hauptkomponente schließen, so dass die Bezeichnung Cadinen-Synthase als 

richtig angesehen werden kann. 

Sesquiterpensynthasen mit einem Multiproduktspektrum sind aus einigen Pflanzenfamilien 

bekannt. Als Extrembeispiele lassen sich die γ-Humulensynthase und δ-Selinensynthase aus 

Abies grandies anführen, die 52, beziehungsweise 34 Produkte synthetisieren (STEELE et al. 

1998). Aus der Familie der Asteraceen war bisher mit der epi-Cedrol-Synthase aus Artemisia 

annua (MERCKE et al. 1999) nur eine einzige weitere Sesquiterpen-Synthase bekannt, die 

ebenfalls ein Multiproduktspektrum aufwies. Daneben waren aus der gesamten Familie der 

Asteraceen bisher nur sechs weitere Sesquiterpensynthasen bekannt, welche nicht als 

Germacren A-Synthasen charakterisiert wurden (MERCKE et al. 1999; SCHMIDT et al. 1999; 

WALLART et al. 2001; CAI et al. 2002; PROSSER et al. 2004). Mit den δ-Cadinen Synthasen 

aus Gossypium hirsutum und G. arboreum sind bisher überhaupt nur aus zwei Pflanzenarten 

Cadinen-Synthasen beschrieben worden (CHEN et al. 1995, 1996; DAVIS et al. 1996; MENG et 

al. 1999). 

Die bisherige Fokussierung auf Germacren A-Synthasen ist auf das hohe Interesse an der 

Identifizierung von Enzymen der Sesquiterpenlacton-Biosynthese und der daraus 

resultierenden Substanzen mit hoher biologischer Aktivität zurückzuführen. Für die Pflanze 

selbst spielen diese Sesquiterpenlactone eine sehr wichtige Rolle in der direkten Abwehr von 

Fraßfeinden oder Pathogenen. Dagegen sind emittierte Sesquiterpene oft für die indirekte 

Abwehr von Herbivoren von Bedeutung, etwa durch die Anlockung von Hyperparasiten 

(RASMANN et al. 2005). Hierzu erscheint jedoch eine bedarfsangepasste Produktion und 

Freisetzung dieser Substanzen sinnvoll. Eine Induktion der Bildung der Transkripte von 

HaCS konnte bei der Sonnenblume jedoch nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse 

zeigten, dass es sich um ein in Wurzeln, jungen Blättern, vor allem aber in Trichomen 

exprimiertes Enzym handelt. Der Nachweis von Transkripten in jungen Blättern ist mit 

Sicherheit auf die Expression von HaCS in Drüsenhaaren in biosynthetisch aktiven Stadien 

zurückzuführen. In alten Blättern konnte kein Transkript für HaCS mehr nachgewiesen 

werden, somit ist davon auszugehen, dass auch keine Bildung der Produkte dieser Synthase 

mehr stattfindet. Die Ergebnisse der entwicklungsabhängigen Transkriptanalyse in den 

Drüsenhaaren haben gezeigt, dass HaCS ähnlich wie die Germacren-Synthasen sehr stark 

in sekretorisch aktiven Stadien der Trichome exprimiert wird. Die Transkription und Aktivität 

einer solchen Synthase in glandulären Trichomen bei Asteraceen war bisher nicht bekannt. 
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Die biologische Funktion dieser vorwiegend in den Trichomen gebildeten Verbindungen ist 

unklar. Es kann spekuliert werden, dass die freigesetzten Verbindungen als Schutz des sich 

noch in der Entwicklung befindenden Blattes gegenüber Herbivoren dienen. Wie gezeigt 

wurde, benötigt die Synthese und die vollständige Ausbildung der Cuticularblase einige Tage 

(GÖPFERT 2003). In dieser Zeit könnten die flüchtigen Sesquiterpenkohlenwasserstoffe eine 

erste Schutzfunktion gegenüber Fraßfeinden bilden und so die Zeit bis zum vollständig 

entwickelten Schutz durch die STL überbrücken.  

Ob die vermutlich flüchtigen Produkte von HaCS tatsächlich aus den Trichomen der 

Sonnenblume freigesetzt werden, wurde bisher nicht untersucht. Als Trichominhaltsstoffe 

wurden diese Komponenten bei den auf die polaren STL ausgerichteten Extraktionen und 

Analysen an Sonnenblumen bislang nicht nachgewiesen. Allerdings zeigten SCHUH et al. 

(1997) das Vorkommen von β-Caryophyllen in Messungen der volatilen Emissionen von H. 

annuus. Neben einigen Monoterpenen wurde von SCHUH et al. (1997) als weiteres 

Sesquiterpen α-Humulen identifiziert, dessen Quantität deutlich geringer als die des β-

Caryophyllens war. Eventuell handelt es sich bei einer der nicht identifizierten 

Nebenkomponenten im Produktspektrum von HaCS um diese Verbindung. Die Ergebnisse 

dieser Arbeit legen den Schluss nahe, dass HaCS in Trichomen für die Bildung von 

Sesquiterpenen verantwortlich ist. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass 

ähnlich wie bei Artemisia annua, eine in fast allen Gewebetypen aktive Caryophyllen-

Synthase auch in der Sonnenblume vorkommt und an der Produktion dieser Verbindung mit 

beteiligt ist.  

In einer Untersuchung des Genoms von Arabidopsis thaliana wurden 40 Terpen-Synthase 

Gene entdeckt, von denen 32 potenziell aktiv sind (AUBORG et al. 2002). Es wird zunehmend 

deutlich, dass die Terpensynthasen in den meisten Pflanzenarten große Gen-Familien 

darstellen (KÖLLNER et al. 2004). Aufgrund dieser Daten und der nachgewiesenen 

Biosynthese von Sesqui- und Monoterpenen in der Sonnenblume kann ebenfalls davon 

ausgegangen werden, dass eine größere Anzahl von Terpensynthasen exprimiert wird. So 

ist es auch nicht unwahrscheinlich, dass außerhalb der Trichome noch weitere 

Sesquiterpensynthasen aktiv sind. 

 

4.7 5-Deoxynevadensin in Drüsenhaaren der Sonnenblume 

Die von den glandulären Trichomen in die Cuticularblase sekretierte und fluoreszierende 

Verbindung konnte erfolgreich isoliert und strukturell als 7-hydroxy-6,8,4’-trimethoxyflavon 

identifiziert werden. Flavonoide sind aus Trichomen von Asteraceen (SCHILLING 1983; 

BURNETT et al. 1974; MULLIN et al. 1991) und zahlreicher anderer Pflanzenfamilien (ASENCAO 

et al. 1997, 1999; BISIO et al. 1999; TATTINI et al 2000) beschrieben worden. Für die Gattung 
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Helianthus wurden Flavonoid-Aglycone nur in den sekretierten Substanzen der Trichome 

nachgewiesen (SCHILLING 1983; GAO et al. 1987; RIESEBERG et al. 1987; SCHILLING et al. 

1987, BOHM & STUESSY 2001). 5-Deoxyflavone sind hauptsächlich aus Fabaceen bekannte 

Flavonoide (SCHIJLEN et al. 2004). Innerhalb der Asteraceen wurden sie nur sehr selten 

beschrieben (CHUMBALOV & FADEEVA 1969; AHMAD et al. 1995) und waren zuvor für den 

Tribus Heliantheae s.l. nicht bekannt.  

Die Expressionsanalyse von Genen der Flavonoidbiosynthese zeigte die Expression von 

PAL schon in präsekretorischen Trichomstadien und zeitlich lang andauernd bis in den 

postsekretorischen Entwicklungsabschnitt. Neben der Flavonoidbiosynthese greifen auch 

Enzyme des Phenylpropanstoffwechsels und der Ligninbiosynthese auf das durch PAL 

synthetisierte Produkt zurück. Dagegen erschien die Biosynthese der nachgeschalteten CHS 

deutlich stärker reguliert. Mit dem Eintritt der Trichome in die sekretorische Phase kam es zu 

einer schwachen Transkription der CHS. Bis auf ein Stadium kurz vor dem Ende der 

sekretorisch aktiven Zeit war die Transkriptionsrate durchgehend gering. Der Einsatz 

weiterer Primerpaare und neu isolierter RNA erbrachte kein anderes Ergebnis. 

Mikroskopisch ist ein Auftreten der vom sekretierten 5-Deoxynevadensin stammenden 

blauen Fluoreszenz in den Trichomen schon vor dieser starken Transkriptionsaktivität 

nachweisbar, so dass die Aktivität der CHS auch vor diesem Stadium als sicher 

angenommen werden kann.  

Die Menge an sekretiertem 5-Deoxynevadensin machte ein Prozent der gesamten 

sekretierten Substanz in der Cuticularblase aus. Über die biologische Funktion dieses 

Flavons kann nur spekuliert werden, allerdings sind Flavonoide bekannt für ihre 

herausragende antioxidative Wirkung (RICE-EVANS et al. 1996). Die Analyse der 

Trichominhaltsstoffe aus getrocknetem Herbarmaterial zeigte auch nach vielen Jahren noch 

keine Veränderung in der Zusammensetzung der Komponenten (SPRING et al. 1999). Dies 

könnte auf die Funktion des Schutzes vor Oxidation der sekretierten Verbindungen 

hinweisen. Eine weitere mögliche Funktion des Flavonoids könnte im Schutz vor UV-

bedingten Veränderung der STL bestehen. Ein Vergleich der Absorptionsspektren von 5-

Deoxynevadensin und der STL-Hauptkomponenten aus den Trichomen von HA300 zeigte 

besonders im kurzwelligen UV-Bereich eine große Übereinstimmung. Da Flavonoide 

aufgenommene Energie in Form von Fluoreszenz wieder abgeben können, könnte dies die 

STL vor einem Abbau schützen. Zusätzlich wurden O-methylierte Flavonoide, zu denen auch 

5-Deoxynevadensin zählt, als Fraßschutzkomponenten in den glandulären Trichomen von H. 

annuus beschrieben (RIESEBERG et al. 1987). 
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4.8 Ausblick 

Zwei wichtige Schritte der Biosynthese von Sesquiterpenlactonen konnten mit den Enzymen 

HaGAS1, HaGAS2 und CYP71AVS identifiziert werden. Als nächster Schritt im diesem 

Biosyntheseweg wird der Lacton-Ringschluss angenommen. Der Bildung dieses inneren 

Esters muss die Oxidation von C6 des Germacren A-Carboxylsäuremolekül voraus gehen 

(alternativ die Oxidation von C8 zur Bildung von 7,8-Lactonen). Die Katalyse dieses Schrittes 

geht mit hoher Wahrscheinlichkeit von einem weiteren Cytochrom P450-Enzym aus. Ob 

dasselbe Enzym auch den Ringschluss katalysiert, kann nicht vorausgesagt werden.  

Nachdem nun die Biosynthese der Germacren A-Carboxylsäure aufgeklärt wurde, ist die 

Identifikation des Lactonring-bildenden Enzyms der verbleibende letzte Schritt, um den 

gesamten Biosyntheseweg vom Acetyl-CoA bis hin zum Costunolid, der Grundstruktur der 

meisten STL, beschreiben zu können. 

Sesquiterpen-Grundgerüste werden allgemein durch Cytochrom P450-Enzyme modifiziert 

und funktionalisiert. So tragen auch die Sesquiterpenlactone der Sonnenblume 

Substituenten am Grundgerüst. Inzwischen sind Enzyme identifiziert worden, welche die 

Einführung von Hydroxylgruppen an Sesquiterpenen katalysieren. Versuche mit diesen aus 

Solanaceen isolierten Enzymen zeigten eine erstaunlich geringe Substratspezifität (RALSTON 

et al. 2001; TAKAHASI et al. 2005, 2007). Durch die Nutzung der verfügbaren 

Sequenzinformationen aus diesen Arbeiten könnten auch weitere Enzyme der 

Sesquiterpenlacton-Biosynthese identifiziert werden. Hierzu bietet sich die Nutzung der 

Trichome der Sonnenblume aus den Antherenanhängen geradezu an. Die Ergebnisse dieser 

Arbeit haben die Biosynthese der STL direkt in den Trichomen mit molekularbiologischen 

Methoden gezeigt. Genauso konnte die Nutzungsmöglichkeit zur Identifizierung bisher 

unbekannter Enzyme dargestellt werden. Dies zeigt das hohe Potenzial, das in der Nutzung 

der Trichome der Sonnenblume für die Isolation weiterer wichtiger Enzyme der Biosynthese 

der Sesquiterpenlactonen besteht. 
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5 Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit konnten durch Sequenzvergleiche mit bereits bekannten 

pflanzlichen Sesquiterpensynthasen drei in den Trichomen der Sonnenblume exprimierte 

Sesquiterpensynthasen identifiziert werden. Die Nuklein- und Aminosäuresequenzen wiesen 

für Terpensynthasen charakteristische Merkmale auf. Zur funktionellen Charakterisierung 

wurden alle identifizieren Terpensynthasen heterolog in E. coli exprimiert. Nach Aufreinigung 

und in vitro Umsetzungsreaktionen mit dem natürlichen Substrat Farnesylpyrophosphat 

wurden die Reaktionsprodukte durch GC-MS Messungen analysiert und die gebildeten 

Verbindungen anschließend anhand von Referenzproben bestimmt. Zwei der identifizierten 

Sesquiterpensynthasen (HaGAS1, HaGAS2) erwiesen sich als Germacren A-Synthasen und 

somit als die Schlüsselenzyme der Biosynthese der Sesquiterpenlactone der Sonnenblume. 

Die heterologe Expression der Germacren A-Synthasen in vivo in S. cerevisiae führte 

ebenfalls nur zur Bildung von Germacren A und war damit übereinstimmend mit den in vitro 

Daten. 

Die funktionelle Charakterisierung der dritten Terpensynthase erwies ich aufgrund 

schwacher in vitro Aktivität als schwierig. Eine heterologe Expression in vivo in S. cerevisiae 

führte zu einer deutlichen Steigerung der erhaltenen Produktmengen. Doch erst die 

Expression als Thioredoxin-Fusionsprotein in Hefen ermöglichte die Bildung genügend hoher 

Produktmengen zur Identifizierung der gebildeten Verbindungen. Bei dieser Sesquiterpen-

synthase (HaCS) handelt es sich um ein Multiproduktenzym, welches als eine von zwei 

Hauptkomponenten γ-Cadinen bildet und als weitere Produkte α-Copaen, α-Muurolen und β-

Caryophyllen produziert. 

In einer H. annuus Trichom EST-Bank wurde ein Cytochrom P450-Enzym identifiziert, das 

eine hohe Sequenzähnlichkeit zu einem bereits charakterisierten Gen aus Artemisia annua 

aufwies, welches an der Bildung von Artemisinin-Säure beteiligt ist. Die heterologe 

Expression dieses Enzyms und eines weiteren Proteins mit hoher Sequenzähnlichkeit aus 

Lactuca sativa zusammen mit der Germacren A-Synthase HaGAS2 in S. cerevisiae führte 

zur Bildung von Germacren A-Carboxylsäure und damit zur Aufklärung eines bisher nicht auf 

enzymatischer Ebene identifizierten Biosyntheseschrittes der Sesquiterpenlactone. Bei den 

identifizierten Enzymen aus H. annuus beziehungsweise L. sativa handelt es sich um 

multifunktionelle Germacren A-Monooxygenasen, die drei aufeinanderfolgende oxidative 

Schritte der Bildung von Germacren A-Carboxylsäure aus Germacren A katalysieren. 

Semiquantitative RT-PCR Experimente konnten die Expression aller drei identifizierten 

Sesquiterpensynthasen, sowie der Monooxygenase der Sonnenblume, direkt in den 

Trichomen zeigen. Die Expression der Gene fand nur während der biosynthetisch aktiven 

Phase der Trichome statt und konnte in dieser Feinheit zum ersten Mal überhaupt gezeigt 



116                                                                                                                                           Zusammenfassung 

werden. Daneben wurden Transkripte der Sesquiterpensynthasen in trichomtragenden 

Blättern und im Wurzelbereich nachgewiesen. Neben Sesquiterpenlactonen wurden von den 

Drüsenhaaren auch Flavonoide gebildet, deren Biosynthese ebenfalls in den Trichomen 

angesiedelt ist. Mit 5-Deoxynevadensin konnte ein bisher unbekanntes und 

trichomspezifisches 5-deoxy-Flavon identifiziert werden. 

 

Summary 

Glandular trichomes from anther appendages of sunflower were collected and their RNA was 

isolated. Sequence comparison with known plant sesquiterpene synthases was used to 

identify sunflower synthases in RT-PCR reactions. Three enzymes, HaGAS1, HaGAS2 and 

HaCS with high similarities to already characterized sesquiterpene synthases were identified. 

Their nucleotide sequences were completely established on the genomic level and as RNA 

transcripts. The nucleotide sequences as well as the deduced amino acid sequences 

showed typical characteristics of terpene synthases. 

In order to characterize the enzymes, the sesquiterpene synthase genes were cloned and 

expressed in E. coli. In vitro assays with the recombinant enzymes were carried out using the 

native substrate farnesyldiphosphate. The resulting products were extracted and analysed by 

GC-MS. They were identified by comparison of data base MS-data and using reference 

samples under identical analytical conditions. Two expressed enzymes, HaGAS1 and 

HaGAS2, synthesized germacrene A as a single product. Heterologous in vivo expression of 

both germacrene A-synthases in S. cerevisiae confirmed the in vitro result, since the analysis 

of the synthesized product showed a single germacrene A peak.  

Due to a very low in vitro activity of HaCS, the products of the third synthase could not be 

directly determined by MS-analysis. Therefore, the enzyme was expressed as a thioredoxin-

fusion protein in vivo in transgenic yeast. This attempt resulted in a much higher rate of 

product yield. Two main and at least six minor products were traced in GC-analysis. They 

were confirmed as sesquiterpene hydrocarbons by GC-MS analysis. One of the two main 

products was identified as γ-cadinene, whereas the second main peak could not be 

determined conclusively. Among the minor compounds α-copaene, α-muurolene und β-

caryophyllene were identified. 

Screening of a H. annuus EST library (established at the Berkeley Center for Synthetic 

Biology, University of California, Berkeley, USA) from mRNA of trichomes revealed the 

presence of a cytochrome P450 protein which showed high similarity to an Artemisia annua 

enzyme involved in artemisinic acid biosynthesis. This enzyme and another similar protein 

from Lactuca sativa were cloned and coexpressed with the germacrene A-synthase HaGAS2 

in yeast. The resulting product was indirectly determined as germacrene A carboxylic acid 

using GC-MS analysis. These novel cytochrome P450 enzymes from sunflower and lettuce 
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can be characterized as multifunctional germacrene A-monooxygenases. They catalyse a 

three-step oxidation leading from germacrene A to germacrene A carboxylic acid. This 

oxidation process represents an essential step towards the biosynthesis of sesquiterpene 

lactones.  

Semiquantitative RT-PCR analysis demonstrated that the expression of all three 

sesquiterpene synthases and the sunflower P450 monooxygenase occurred directly within 

trichome cells. The expression was highly upregulated during the secretory stage of the 

capitate glandular trichomes. This developmentally regulated expression was shown for the 

first time in trichomes. Additionally to sesquiterpene synthase activity in trichomes of anthers 

and leaves, it also was detected in sunflower roots. 

In addition, 5-deoxynevadensin was identified as a new constituent of the glandular 

trichomes of sunflower. This 5-deoxy-flavone is responsible for the bright blue fluorescence 

of sunflower trichomes detected by fluorescence microscopy. The newly identified 

component may act as protectant for the STL against UV-degradation. 
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7 Anhang 

7.1 DNA-Sequenzen 

HaGAS1, Helianthus annuus Germacren A-Synthase 1, mRNA-Sequenz, (Genbank 
accession number: DQ016667). Start- und Stoppcodon sind fett gedruckt. 
 

ATGGCAGCAGTTGGAGCCAGTGCTACCCCCTTAACAAACACCAAAAGCACTGCAGAGCCAGTGCGTCCTGTGGCCAACTTCCC
ACCTTCTGTATGGGGTGATTTGTTCCTATCATTCTCTCTTGACAAATCGATAATGGAAGAATACGCTGAAGCCATGGAAGAGC
CAAAAGAACAAGTGAGAAGATTGATCTTGGATCCTACAATGGATTCAAACAAGAAACTGAGCTTGATTTATACCGTTCACCGT
CTCGGTCTGACATACATGTTCTTGAAAGAGATTGAAGCCCAGCTTGACAGACTTTTCAAAGAGTTCAACTTGGAAGATTATGT
TGAACTTGACTTATACACAATTTCGATTAACTTTCAAGCTTTTCGACACCTTGGTTACAAGCTGCCTTGTGATGTGTTTAACA
AATTCAAGAACGACGACTCGACTACATTCAAGGAATCTATTACTGGTGATGTGAGGGGTATGTTAGGCTTATATGAATCTGCA
CAATTGAGATTGAAAGGGGAAAACATTCTAGACGAAGCCTCGGCGTTCGCGGAAACTAAACTGAAGAGTTTGGTAAATACTCT
GGAAGGCAGTCTTGCACAACAGGTGAAACAATCTTTGAGAAGACCATTTCATCAAGGGATGCCAATGGTAGAGGCAAGGCTAT
ATTTCTCCAACTATCAAGAAGAATGCTCCGCACATGACTCCATACTGAAACTTGCAAAACTTCACTTCAACTATTTGCAGCTA
CAACAAAAGGAAGAACTTAGGATTGTTTCACAGTGGTGGAAGGATATGAGGTTTCAAGAGACAACTCCTTATATAAGGGATAG
AGTGCCAGAGATTTATTTATGGATATTAGGACTCTACTTTGAACCTAGATACTCTTTGGCACGAATCATTGCCACCAAGATTA
CGTTGTTTCTTGTGGTGCTAGATGACACATATGACGCTTATGCTACCATTGAAGAGATCCGCCTTCTAACCGATGCAATAAAT
AGGTGGGACATTAGTGCTATGAATCAAATTCCAGAGTACATTAGACCATTCTACAAGATTCTCCTGGATGAGTATGCTGAACT
TGAGAAGCAACTAGCAAAAGAAGGGCGCGCAAATAGTGTTATTGCTTCAAAAGAAGCGTTCCAAGACATAGCTAGAGGGTACC
TTGAAGAGGCTGAGTGGACAAACAGTGGATATGTGGCATCATTTCCAGAGTACATGAAGAACGGATTAATCACTTCTGCCTAC
AATGTTATTTCCAAATCTGCTTTAGTGGGAATGGGTGAGATAGTGAGTGAAGATGCTTTGGTTTGGTATGAGAGTCATCCACA
GATTCTGCAAGCTTCAGAGTTAATTTCAAGACTCCAAGATGATGTTATGACATACCAGTTTGAGCGCGAAAGAGGACAATCCG
CCACAGGTGTTGATTCATACATCAAGACCTATGGCGTATCAGAAAAGGTAGCAATTGACGAGCTCAAGAAAATGATTGAAAAT
GCATGGAAAGAAATAAACGAGGGGTGTCTCAAGCCAAGAGAAGTCTCAATGGATTTGCTGGCCCCAATTCTTAACCTTGCTCG
AATGATAGATGTGGTATACAGGTATGACGATGGGTTTACTTTCCCAGGAAAGACACTCAAAGAGTACATTACTCTCTTGTTTG
TTGGTTCTTCACCCATGTAA 

 

 
HaGAS2, Helianthus annuus Germacren A-Synthase 2, mRNA-Sequenz (Genbank 
accession number: EU327785). Start- und Stoppcodon sind fett gedruckt. 
 

ATGGCAGCAGTTGGAGCCAGTGCTACCCTCCTAACAAACACCAAAAGCGCTGAAGAGCCGGTGCGTCCTGTGGCCAACTTTCC
TCCTTCTGTATGGGGTGATTTGTTCCTATCGTTCTCTCTTGACAATTCGATGATGGAAGAATATGCTGAAGCCATGGAAGAAC
CAAAAGGACAAGTGAGAAAATTGATCTTGGATCCTACAATGGATTCAAACAAGAAATTGAGCTTGATTTATACCGTTCACCGT
CTTGGTCTAACATACATGTTCTTTAAAGAGATTGAAGGCCAGCTTGATAGACTTTTCAAAGAGTTCAACTTGGAAGATTATGT
TGAAGTTGATTTATACACAATTTCGACCAACTTTCAAGCTTTCCGACACCTTGGTTACAAACTATCTTGTGATGTGTTTAACA
AATTCAAGAACTACGACTCGAATACATTCAAGGAATCTATTACCAGTGATGTGAGGGGTATGTTAGGCTTATATGAATCTGCA
CAATTGAGATTGAAAGGAGAAAAGATTCTAGACGAAGCATCGGCATTCACAGAAACTAAACTGAAGAGTTTAGTAAAGACTCT
GGAAGGCAGTCTTGCACAACAGGTGAAACAATCCTTGAAAAGACCATTTCATCAAGGGATGCCAATGGTAGAGGCAAGGCTAT
ATTTCTCCAACTATCAAGAAGAATGCTCCAGACATGACTCACTACTAAAACTTGCAAAACTTCACTTCAACTATTTGCAGCTA
CAACAAAAGGAAGAACTTAGGATTGTTTCACAGTGGTGGAAGGATATGAGGTTTCAAGAGACTACTCCTTATATAAGGGATAG
AGTACCAGAGATTTATTTATGGATATTAGGACTCTACTTTGAACCTAGATACTCTTTGGCACGAATCATTGCCACTAAGATTA
CGTTGTTTCTCGTGGTGCTAGATGACACATATGACGCTTATGCTACCATTGAAGAGGTCCGCCTTCTAACAGATGCAATAAAT
AGGTGGGATATTGGTGCTATGAGCCAAATTCCAGAGTACATTAGACCATTCTACAAGATTCTCTTGGATGAGTATGCTGAACT
TGAGAAGCAACTAGCTAAAGAAGGGCGTGCAAATAGTGTTATTGCTTCAAAAGAAGCGTTCCAAGACATAGCTAGAGGGTACC
TTGAAGAGGCTGAGTGGACAAACAGTGGATATGTGGCATCATTTCCAGAGTACATGAAGAACGGATTAATCACTTCTGCCTAC
AATGTTATTTCCAAATCTGCTTTAGTGGGAATGGGTGAGATAGTGAGTGAAGATGCTTTGGCTTGGTATGAGAGTCATCCACA
GATTCTGCAAGCTTCAGAGTTGATTTCCAGACTTCAAGATGATGTTATGACATACCAGTTCGAGCGCGAAAGAGGACAATCCG
CCACAGGTGTTGATGCATACATCAAGACCTATGGCGTATCAGAAAAAGAAGCAATCGACGAGCTCAAGAAAATGATTGAAAAT
GCATGGAAAGAAATCAACGAGGGGTGTCTCAAGCCAAGAGAAGTCTCAATGGATTTGCTTGCCCCAATTCTTAATCTTGCTCG
AATGATAGATGTGGTATACAGGTATGATGATGGGTTTACTTTCCCAGGAAAGACCCTCAAAGAGTACATTACCCTCCTGTTTG
TTGGTTCTTCACCCATGTAA 
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HaCS, Helianthus annuus Cadinen-Synthase, mRNA-Sequenz, (Genbank accession 
number: DQ016668). Start- und Stoppcodon sind fett gedruckt. 
 

ATGGCAACAACTGAAGCTAACACTATGGCGCAAGCTAACTCACAAACCACCATAGAGCCGGTGCGTCATCTGGCAAACTTTCC
GCCTTCGATTTGGGGTGATCAGTTTCTATCATTCTCTCTTGATAATTCCCAATTGGAAGCATACAGTAAAGCTATGGAGCAGC
CAAAAGAAAACGTTAGAAGAATGATATTAAACCCTGCTATTGATACAAATGAGAAATTGGGTTTGATTTATTGTGTCTATCGT
CTTGGTTTGACGTATAATTTCTCAAAAGATATTGATGGTCAACTTGATGAACTTTTCAAACAGCTTAACTTGCAAAGTTACAA
CGAAGCAGATCTCTATACAATATCCATTCACTTTCAAGTTTTTAGACACTTTGGTTATAGATTTTCTTGTGATGTGTTTAACA
AGTTCAAGGACTCCAGTTCTGGTAAATTCAAGGAAGACATGACTAGAGATGTGAGGGGTATGATAAGTTTGTATGAGAGTGCC
CAACTAAGAATAAGAGGAGAATCTATACTAGATGAAGCCGGTGCATTCGCAGAAAGTAAACTTAAAACGATAGAAAAAACACT
TGATGGTACACTTGCACAACAAGTCAAACATGTATTGGAGAGACCTTTTAATCGAGGGCATCAGATGGTTGAAGCGAGGAAGT
ATTTGTTCCTATTTGAAGAAGAAATTTCACGGTATGATTCCCTATTGATGCTTGCAAAGGTGCATTTTAACTACTTGCAACTC
CTACAAAAGGAAGAACTTCGATCTGTATCAAAGTGGTGGAAAGACTTGGACCTACCGGCGAAAACACTATATGTAAGAGATAG
AGTACCTGAACTCTATGTATGGATTTTGGCGTTTTTCTTGGAGCCGTATTACTCTGAAGTCCGAATAATAACGACCAAAATCG
TACTGCTTGTATTGGTGTTAGATGACACGTATGATGCATATGCTACTATTGAGGAGAGCCGACTTCTAACCCATGCAATAAAT
AGGTGGGAAGTTAGTGCTATGTTGCAACTTCCAGAATACATGAAACCATTGTATGAAATTTTGCTCAACGAGTATGATGGATT
TTACAAACATGGAAGAACAAATGTCATTGAGACTTCAAAAAAAGCTTTCCAAGACTTGGCTAGAAGTTACCATCAAGAGTCTG
AATGGAGACATGCTAAAGAGGTGCCATCATTTGAAGAGTATATGAAAATTGGGACAACTACTTCTGCACATAATGTTCTTAGT
AAGACTGCATTGATTGGTATGGGCAACATTGTAACACGCGAGGCTTTAGCTTGGTACGAAAGCTATCCAAAGATCGTACAACT
TTCAGAGTTGATCGGAAGGCTCGAAGATGATGTCGTCAGTGTTGAGTTTGAGCGTGAAAGAGCTCCAACAGCCACAAGTGTAG
ATGCTTATATGAAGACTTATGGGGTGTCGGAAAATGTAGCTGTCAAGATACTCAAAAAACTTGTTGAAAATGGATGGAAAGAT
CTAAATGAGGCGTGTCTAAAGCCAACAGAGGTCTCATTGGATCTGCTTGCTCCGATTATTGGTCTTACAAACATGACAGACGT
GGCGTACAGGCACAATGATGGTTTAACTTTTCCAGAAAAGACTCTTAAGGAATATATTACACTCCTGTTTTGTGTTCCAGTCC
CCATGTAA 

 

 

HaGAS1, genomische (+)-Strang DNA-Sequenz (Genbank accession number: 
EU439590). Introns sind unterstrichen dargestellt, Start- und Stoppcodon sind fett gedruckt. 
 

ATGGCAGCAGTTGGAGCCAGTGCTACCCCCTTAACAAACACCAAAAGCACTGCAGAGCCAGTGCGTCCTGTGGCCAACTTCCC
ACCTTCTGTATGGGGTGATTTGTTCCTATCATTCTCTCTTGACAAATCGGTAAGGTTTCCCGCTAGCTAATTACAAATTTAAG
GGCGGAACCAACTCACCAAGGGGTCAAGAGGGTTTGCTAATCCCCGGTTACTAGAATTTGTTGGTTTTTTATATTAAAAAATA
TGAGTGATAGCCCCTACAAAAAAGTCACCATGTACAAGATACAATCGCATGACGTTATGTAGTTTTTTTTTTTTTCCTTAAGA
AATAAAAATAAGGTGTTTTCTTTTCTAGATAATGGAAGAATACGCTGAAGCCATGGAAGAGCCAAAAGAACAAGTGAGAAGAT
TGATCTTGGATCCTACAATGGATTCAAACAAGAAACTGAGCTTGATTTATACCGTTCACCGTCTCGGTCTGACATACATGTTC
TTGAAAGAGATTGAAGCCCAGCTTGACAGACTTTTCAAAGAGTTCAACTTGGAAGATTATGTTGAACTTGACTTATACACAAT
TTCGATTAACTTTCAAGCTTTTCGACACCTTGGTTACAAGCTGCCTTGTGGTACGTACCGGATTCTAACATTAAATACTTGCC
ACTTTTGCATCATCAGTACTTGTTTTTTTCACAGAGTCCATTATGGTTGCCATCAAATGATTTACAATATAAGTTACTCATGT
CTTCTCTTTTTCATGACATAAGTGATACAATATTTTATATTAATTTGTGACCGAACAGATGTGTTTAACAAATTCAAGAACGA
CGACTCGACTACATTCAAGGAATCTATTACTGGTGATGTGAGGGGTATGTTAGGCTTATATGAATCTGCACAATTGAGATTGA
AAGGGGAAAACATTCTAGACGAAGCCTCGGCGTTCGCGGAAACTAAACTGAAGAGTTTGGTAAATACTCTGGAAGGCAGTCTT
GCACAACAGGTGAAACAATCTTTGAGAAGACCATTTCATCAAGGGATGCCAATGGTAGAGGCAAGGCTATATTTCTCCAACTA
TCAAGAAGAATGCTCCGCACATGACTCCATACTGAAACTTGCAAAACTTCACTTCAACTATTTGCAGCTACAACAAAAGGAAG
AACTTAGGATTGTTTCACAGTGAGTCACATAACATCCTATATATTGGAATTAATAATGATGCATTATTTATTAAAAGTAGATA
AAAACATAATAAATACTCATATGAAAAGGGAAATATCTATGAAGCAACGTGTCTTAAACCCAACCGAAAACAAGAGTACAAAA
TACACACTCACAATATATGCAATACAAACTAAGAATTTATTGAAGATGTGAGAAATTATAAAAGTGAAAAGTTGATGGAAGTT
TATTCTACCTTGTTTCACAGGTGGTGGAAGGATATGAGGTTTCAAGAGACAACTCCTTATATAAGGGATAGAGTGCCAGAGAT
TTATTTATGGATATTAGGACTCTACTTTGAACCTAGATACTCTTTGGCACGAATCATTGCCACCAAGATTACGTTGTTTCTTG
TGGTGCTAGATGACACATATGACGCTTATGCTACCATTGAAGAGATCCGCCTTCTAACCGATGCAATAAATAGGTACAAGTTA
TACCAAGTGTTGCTTTAAACCATCATGCACTTCGAAATAAAATTACTAATGCTTGAAGATCTCTCGTTATATATCAACATTTG
ATATTTTAGGTGGGACATTAGTGCTATGAATCAAATTCCAGAGTACATTAGACCATTCTACAAGATTCTCCTGGATGAGTATG
CTGAACTTGAGAAGCAACTAGCAAAAGAAGGGCGCGCAAATAGTGTTATTGCTTCAAAAGAAGCGGTATGATCGATATGTTAT
AAATTCTGGATTTTTCATGTACTGATTAACCTCTTTAATATAGAGGTGTAACCAAATTACACGATAATGATATAATGATAGAA
CGCCAATAACTATCATAACATTCAAACTAGAGATAAAATAATATTGACTAACAAACAAAGTTAAAGTATATAAACAGTAGATC
AAATTATAATAACTATAACAGATAATAAACTAGCCTAACAATTTGTATGTTATGTTAAATGAAAATTTCATCTCCATAGATAT
TTTGTTAATCTTTGGCTTATTGTATATCTATATGGAGTTCAGTTCCAAGACATAGCTAGAGGGTACCTTGAAGAGGCTGAGTG
GACAAACAGTGGATATGTGGCATCATTTCCAGAGTACATGAAGAACGGATTAATCACTTCTGCCTACAATGTTATTTCCAAAT
CTGCTTTAGTGGGAATGGGTGAGATAGTGAGTGAAGATGCTTTGGTTTGGTATGAGAGTCATCCACAGATTCTGCAAGCTTCA
GAGTTAATTTCAAGACTCCAAGATGATGTTATGACATACCAGGTAAACAATTAAACTGGTTTAAAATGCAAAGTTAACTTATA
AACATCATGTATTCTCACTAACACTATGACTATTTGTTTAAGTTTGAGCGCGAAAGAGGACAATCCGCCACAGGTGTTGATTC
ATACATCAAGACCTATGGCGTATCAGAAAAGGTAGCAATTGACGAGCTCAAGAAAATGATTGAAAATGCATGGAAAGAAATAA
ACGAGGGGTGTCTCAAGCCAAGAGAAGTCTCAATGGATTTGCTGGCCCCAATTCTTAACCTTGCTCGAATGATAGATGTGGTA
TACAGGTATGACGATGGGTTTACTTTCCCAGGAAAGACACTCAAAGAGTACATTACTCTCTTGTTTGTTGGTTCTTCACCCAT
GTAATAATGGAAATATTGTTGCTTGTTGTGGTGTATCTCTAGGACAATATCTCAATCGTGATTTTTGTACCGTATAAGGATAT
TAATATATTTTGTAACATAATCGACATTGTCGATGTATGAATATTTTTATGACTTGGTGTAAGTGGATATGTTATATACAC 
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HaGAS2, genomische (+)-Strang DNA-Sequenz (Genbank accession number: 
EU443249). Introns sind unterstrichen dargestellt, Start- und Stoppcodon sind fett gedruckt.  
 

ATGGCAGCAGTTGGAGCCAGTGCTACCCTCCTAACAAACACCAAAAGCGCTGAAGAGCCGGTGCGTCCTGTGGCCAACTTTCC
TCCTTCTGTATGGGGTGATTTGTTCCTATCGTTCTCTCTTGACAATTCGGTAAGATTTCCCGCTAGCTAATTACGCATTTAGT
GACGGAACCTAAACACCAAGGGGTCAAGAGGATTTGCTGAACCCCAATCACTAGAATTTGTTGGGTTTTTATACATAAAAGTA
TGAGTTGTTTCCTAAAGAGAAACTCATGATAACCCATACAAAAAAAGTTCTGGTTCTGTCACCGTACATGTTACAATCACATG
AGGTTATGTATGTTGTTTTTTTATTAAGAAAATTTGATGTGTTCTTTTCTAGATGATGGAAGAATATGCTGAAGCCATGGAAG
AACCAAAAGGACAAGTGAGAAAATTGATCTTGGATCCTACAATGGATTCAAACAAGAAATTGAGCTTGATTTATACCGTTCAC
CGTCTTGGTCTAACATACATGTTCTTTAAAGAGATTGAAGGCCAGCTTGATAGACTTTTCAAAGAGTTCAACTTGGAAGATTA
TGTTGAAGTTGATTTATACACAATTTCGACCAACTTTCAAGCTTTCCGACACCTTGGTTACAAACTATCTTGTGGTACCGGAT
TCTAACATTAAATATTTACAACTTTTGCATCATCAGTACTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTCTCATAGTCCATTATGGTTGCCAT
CAAATGATTTACAACATAAATTACTCATGCCTTCTCTTTTTCATGATGTAAGTTGTACAATCATATGGGCCGTTCAAAAAAAA
GTTGTACAATCATATATGGTTGCTTTCAAATGATTTACAACATAAATCACTCATGTCTTCTCTTATTCATGCATGACATAAGT
AATACAATCTTTTATGGTTGCTATAAATTGATTTACAACATAAATTTCTCCTATCTTCTCTTTTTAAAGATAATCTTTGATAA
ATTTGTGACCATACAGATGTGTTTAACAAATTCAAGAACTACGACTCGAATACATTCAAGGAATCTATTACCAGTGATGTGAG
GGGTATGTTAGGCTTATATGAATCTGCACAATTGAGATTGAAAGGAGAAAAGATTCTAGACGAAGCATCGGCATTCACAGAAA
CTAAACTGAAGAGTTTAGTAAAGACTCTGGAAGGCAGTCTTGCACAACAGGTGAAACAATCCTTGAAAAGACCATTTCATCAA
GGGATGCCAATGGTAGAGGCAAGGCTATATTTCTCCAACTATCAAGAAGAATGCTCCAGACATGACTCACTACTAAAACTTGC
AAAACTTCACTTCAACTATTTGCAGCTACAACAAAAGGAAGAACTTAGGATTGTTTCACAGTGAGCACATATCATCCTATAAA
TTGAAATTAATACTCATGCATTATTTTACCATGCATGATTAAAGTAGATAAAAAAAACACAAGAAATACTCTCATAAAAAAGG
AAAGATCTATGAAGCAAAGTGTCTTAAACCCCAAACCCAAAACCGAAAACAAGAATACAAAATTCATACTTAAAATATATGCA
ATAAAAACTGAGATTTTATTGTAGATGTGAATATAAAGGTGAAAAGTTGATGGAAGTTTCTTCTACTTTGTTTCACAGGTGGT
GGAAGGATATGAGGTTTCAAGAGACTACTCCTTATATAAGGGATAGAGTACCAGAGATTTATTTATGGATATTAGGACTCTAC
TTTGAACCTAGATACTCTTTGGCACGAATCATTGCCACTAAGATTACGTTGTTTCTCGTGGTGCTAGATGACACATATGACGC
TTATGCTACCATTGAAGAGGTCCGCCTTCTAACAGATGCAATAAATAGGTAACAAATTATCATAGTGTTGCTTCATGCACTTC
AAAATAAAATTAATACTCCCTCCGTCCCATTAAAAGTGTCCTATTTTGAATTTTCAAAATCTTTATTTATAAACTTTGACCTT
AAAAAATTTTGTTTGTGTTAGATAATACTGGATGAAAGTTATATGATTTGAGTGTGTTTTACAAGTGTTTTTATCGGGTTAAT
TTTCATCAAGTTTTATATAACACAAAAAATATATAATTAAAGTCAAAGTTTATAAATAAATATTTTGAAAATTCAAAATGTGA
CACTTTTAATGGGACGGAGGTAGTAATGTTTTGTTGATTTCTTGTTATATATCAACTTTTTATATATTAGGTGGGATATTGGT
GCTATGAGCCAAATTCCAGAGTACATTAGACCATTCTACAAGATTCTCTTGGATGAGTATGCTGAACTTGAGAAGCAACTAGC
TAAAGAAGGGCGTGCAAATAGTGTTATTGCTTCAAAAGAAGCGGTATGATAGATTCTGCTAAATTCAGGGTTATTCATGTATT
GATCAACCATGATTAACCTCTTTAAATATAGAGGTGTGACCCAATTACAAGATACTGAAACAATGATCATAAAACGTTAATAA
CTATCGTAATATTCAAACTATATAGAATAATAATGACTAACAAACAAAGTTAAAAATAAATGATAGATCAAATTATAATAACT
GTTATAGAAAATAAACTAGGCTAACAATTTGCACGTTATGTTCAATGAAAATTTGATCTCCATATTGATATTTGTTAATCTTT
GGTTTTTTATATATCTATATGGAATCCAGTTCCAAGACATAGCTAGAGGGTACCTTGAAGAGGCTGAGTGGACAAACAGTGGA
TATGTGGCATCATTTCCAGAGTACATGAAGAACGGATTAATCACTTCTGCCTACAATGTTATTTCCAAATCTGCTTTAGTGGG
AATGGGTGAGATAGTGAGTGAAGATGCTTTGGCTTGGTATGAGAGTCATCCACAGATTCTGCAAGCTTCAGAGTTGATTTCCA
GACTTCAAGATGATGTTATGACATACCAGGTAAACAATTAAACTGGTTTTTACTGCAAAGTTAACTTATAAACATTATGTATT
CTAACCAACACTATGAATATTTTCTTTAAGTTCGAGCGCGAAAGAGGACAATCCGCCACAGGTGTTGATGCATACATCAAGAC
CTATGGCGTATCAGAAAAAGAAGCAATCGACGAGCTCAAGAAAATGATTGAAAATGCATGGAAAGAAATCAACGAGGGGTGTC
TCAAGCCAAGAGAAGTCTCAATGGATTTGCTTGCCCCAATTCTTAATCTTGCTCGAATGATAGATGTGGTATACAGGTATGAT
GATGGGTTTACTTTCCCAGGAAAGACCCTCAAAGAGTACATTACCCTCCTGTTTGTTGGTTCTTCACCCATGTAA 

 

 

HaCS, genomische (+)-Strang DNA-Sequenz (Genbank accession number: EU443250). 
Introns sind unterstrichen dargestellt, Start- und Stoppcodon sind fett gedruckt. 
 

ATGGCAACAACTGAAGCTAACACTATGGCGCAAGCTAACTCACAAACCACCATAGAGCCGGTGCGTCATCTGGCAAACTTTCC
GCCTTCGATTTGGGGTGATCAGTTTCTATCATTCTCTCTTGATAATTCCGTAAGTGCTCAATCGATTACTCGCACAAACTTGT
GGCACACACAGACACTTGCAAAACATTGTTGTGTTGGTATGTACGTGTATCTTAAATTAAAAATCCGTTGTTTCTTAACTGTA
TGTGGATTATACTTTAGTACATTCACCTCTCATCAATTCCTATCATAGTCACACAAACTTGTGGCGCATACGCACAGTTGCAA
AACATTCTTCTGTTTCTTAATATTAAGAATACGTTGTTTCATTTTCTAGCAATTGGAAGCATACAGTAAAGCTATGGAGCAGC
CAAAAGAAAACGTTAGAAGAATGATATTAAACCCTGCTATTGATACAAATGAGAAATTGGGTTTGATTTATTGTGTCTATCGT
CTTGGTTTGACGTATAATTTCTCAAAAGATATTGATGGTCAACTTGATGAACTTTTCAAACAGCTTAACTTGCAAAGTTACAA
CGAAGCAGATCTCTATACAATATCCATTCACTTTCAAGTTTTTAGACACTTTGGTTATAGATTTTCTTGTGGTAAGTCAGTCA
TAAAAATTGCTTAAGCAAATTTTTACTTGTACGTTTTTTTTTTTAAATTATTCTATGTTAACATGAACTAACTATCACACGAT
ACCCGGGTTTATGCAGATGTGTTTAACAAGTTCAAGGACTCCAGTTCTGGTAAATTCAAGGAAGACATGACTAGAGATGTGAG
GGGTATGATAAGTTTGTATGAGAGTGCCCAACTAAGAATAAGAGGAGAATCTATACTAGATGAAGCCGGTGCATTCGCAGAAA
GTAAACTTAAAACGATAGAAAAAACACTTGATGGTACACTTGCACAACAAGTCAAACATGTATTGGAGAGACCTTTTAATCGA
GGGCATCAGATGGTTGAAGCGAGGAAGTATTTGTTCCTATTTGAAGAAGAAATTTCACGGTATGATTCCCTATTGATGCTTGC
AAAGGTGCATTTTAACTACTTGCAACTCCTACAAAAGGAAGAACTTCGATCTGTATCAAAGTAAGTTATTACTGGATAATAAT
TTCTAGTAGCATACATAACCTGCCATTAAGCCTTAGGAATGAGATTAATTATTGAATATGATAATGAATTGTACTTCTGATTT
AGGTGGTGGAAAGACTTGGACCTACCGGCGAAAACACTATATGTAAGAGATAGAGTACCTGAACTCTATGTATGGATTTTGGC
GTTTTTCTTGGAGCCGTATTACTCTGAAGTCCGAATAATAACGACCAAAATCGTACTGCTTGTATTGGTGTTAGATGACACGT
ATGATGCATATGCTACTATTGAGGAGAGCCGACTTCTAACCCATGCAATAAATAGGTATTAGCTAATCATGCTCTTCTATCAA
GTTGATGCCTTTGCGTTCAACTTATGGTAATGCCGAATACTGCTCATCAGGTATCCTTTTGTATGATATTAGTTGTTGTTTCT
ATCTTTTTAGGTGGGAAGTTAGTGCTATGTTGCAACTTCCAGAATACATGAAACCATTGTATGAAATTTTGCTCAACGAGTAT
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GATGGATTTTACAAACATGGAAGAACAAATGTCATTGAGACTTCAAAAAAAGCTGTATGGCTCCAGTGTATATATATGTACAT
TATTGTTCACCCGGCCATTCATATTTATATCATGTCTGTTATGAGTGCAGTTCCAAGACTTGGCTAGAAGTTACCATCAAGAG
TCTGAATGGAGACATGCTAAAGAGGTGCCATCATTTGAAGAGTATATGAAAATTGGGACAACTACTTCTGCACATAATGTTCT
TAGTAAGACTGCATTGATTGGTATGGGCAACATTGTAACACGCGAGGCTTTAGCTTGGTACGAAAGCTATCCAAAGATCGTAC
AACTTTCAGAGTTGATCGGAAGGCTCGAAGATGATGTCGTCAGTGTTGAGGTAATAAATTAACCTTACTTATGATGCCACGTT
TAACAAAAATTAATTTTGTACGACAAATTTCTAAAATTCCAAAATGGATACCCCAAGAAGCAACACAAGAAAACTTTGTCGTT
TCCAACAGTATTGTCAGAAATGTGTATAAAACGAGTAGCAAACACTTTCTGAAACAAAACCTATTTTACGAGAAAAAACTATA
CTCAGGAAACTTTTTCGCGAAAATTTTTTTAAACATTGTCCGAATTAATTTTTAAGGCTTTTGGGTGTGGTCCGAATTAAATT
TCCCCCTTTTCTAGTAGTAAAGTCAAGTGTCATAAGCTTATTAAATGAAGCATTTACGGCAGTGAGTTGTTTCCTTCAAATTG
TCAATATCCCCTATAGATCTGAATTACTAGGTAATCTTATTTAGTTTCACCTAGTCTAATAACATTTGCCAATTTGGGGTTCA
CATGAAGTTTGAGCGTGAAAGAGCTCCAACAGCCACAAGTGTAGATGCTTATATGAAGACTTATGGGGTGTCGGAAAATGTAG
CTGTCAAGATACTCAAAAAACTTGTTGAAAATGGATGGAAAGATCTAAATGAGGCGTGTCTAAAGCCAACAGAGGTCTCATTG
GATCTGCTTGCTCCGATTATTGGTCTTACAAACATGACAGACGTGGCGTACAGGCACAATGATGGTTTAACTTTTCCAGAAAA
GACTCTTAAGGAATATATTACACTCCTGTTTTGTGTTCCAGTCCCCATGTAACAACTAGTGTGTTAGTTCGTGTTGTTGTTCT
TCTCTTTCGCTTTTGTTTTGTTTCTCCAGTTTCTTACTGGCTCTCTATATATAAACATATAGTGTGGTTGCCGTTTAAAAAAA
ACAACTAGTGTGTTAGTGGTTAC 

 

 

wHaGAS1, Abschnitt der genomischen (+)-Strang DNA-Sequenz. Introns sind 
unterstrichen dargestellt, das Startcodon ist fett gedruckt. 
 

ATGGCAGCAGTTGGAGCCAGTGCTACCCCCTTAACAAACACCAAAAGCACTGCAGAGCCAGTGCGTCCTGTGGCCAACTTCCC
ACCTTCTGTATGGGGAGATTTGTTCCTATCATTCTCTCTTGACAAATCGGTAAGATTTCCCGCTAGCTAATTACAAATTTAAG
GGCGGAACCAACTCACCAAAGGGTCAAGAGGGTTTGCTGATCCCCGGTTACTTGAATTTGTTGGTTTTTTATACAAAAAAATA
TGAGTGATAGCCCCTACAAAAAAGTCACCATGTACAAGATACAATCCCATGACGTTATGTAGTTTTTTTTTTTCTTAAGAAAT
AAAAATAAGGTGTTTTCTTTTCTAGATAATGGAAGAATACGCTGAAGCCATGGAAGAGCCAAAAGAACAAGTGAGAAGATTGA
TCTTGGATCCTATAATGGATTCAAACAAGAAACTGAGCTTGATTTATACCGTTCACCGTCTCGGTCTGACATACATGTTCTTG
AAAGAGATTGAAGCTCAGCTTGACAGACTTTTCAAAGAGTTCAACTTGGAAGATTATGTTGAACTTGACTTATACACCACTTC
GATTAACTTTCAAGCTTTTCGACACCTTGGTTATAAGCTGCCTTGTGGTACATACCGGATTCTAACATTAAATACTTGCCACT
TTTGCATCATCAGTACTTGTTTTTTTTCACATAGTCCATTATGGTTGCCATCAAATGATTTACAATATAAGTTACTCATGTCT
TCTCTTTTTCATGACATAAGTGATACAATATTTTATATTAATTTGTGACCGAACAGATGTGTTTAACAAATTCAAGAACGACG
ACTCGACTACATTCAAGGAATCTATTACTGGTGATGTGAGGGCTATGTTAGGCTTATATGAATCTGCTCAATTGAGATTGAAA
GGGGAAAAGATTCTAGACGAAGCCTCAGCGTTCGCGGAAACTAAACTGAAGAGTTTGGTAAATACTCTGGAAGGCAGTCTTGC
ACAACAGGTGAAACAATCTTTGAGAAGACCATTTCATCAAGGGATGCCAATGGTAGAGGCAAGGCTATATTTCTCCAACTATC
AAGAAGAATGCTCCGCACATGACTCAATACTGAAACTTGCAAAACTTCACTTCAACTATTTGCAGCTACAACAAAAGGAAGAA
CTTAGGATTGTTTCACAGTGAGTCACATATCATCCTATATATTGGAATTAATAATGATGCATTATTTTACCATGCATGATTAA
AAGTAGATAAAAACACAATAAATACTCATATGAAAGGCTAGGGAAATATCTATGAAGCAACGTGTCTTAAACCCAACCGAAAA
CAAGAGTACAAAATACACACTCAGAATATATGCAATACAAACTAAGAATTTATTGAAGATGTGAGAAAATATAAAAGTGAAGA
GTTGATGGAAGTTTATTCTACTTTGCTTTCAGGTGGTGGAAGGATATGAGGTTTCAAGAGAC 

 

 

wHaGAS1, Abschnitt der genomischen (+)-Strang DNA-Sequenz. Introns sind 
unterstrichen dargestellt, das Startcodon ist fett gedruckt. 
 

ATGGCAGCAGTTGGAGCCAGTGCTACCCCCTTAACAAACACCAAAAGCACTGAAGAGCCGGTGCGTCCTGTGGCCAACTTTCC
TCCTTCTGTATGGGGTGATTTGTTCCTATCGTTCTCTCTTGACAATTCAGTAAGATTTCCCGCTAGCTAATTACACATTTAGG
GACGGAACCAAAACACCAAGGGGTTAAGAGGATTTGCTGATCCCCAATCACTAGAATTTGTTGGTTTTTTATACATAAAAGTA
TGAGTTGTTTCCTAAAGAGAAACTCATGATAACCCATACAAAAAAAGTTCTGGTTCTGTCACCGTACATGTTACAATCGCATG
AGGTTATGTATGTTGTTTTTTTATTAAGAAAATTTGGTGTGTTCTTTTCTAGATGATGGAAGAATATGCTGAAGCCATGGAAG
AGCCAAAAGAACAAGTGAGAAAATTGATCTTGGATCCTACAATGGATTCAAACAAGAAATTGAGCTTGATTTATACTGTTCAC
CGTCTTGGTCTAACATACATGTTCTTTAAAGAGATTGAAGGCCAGCTTGATAGACTTTTCAAAGAGTTCAACTTGGAAGATTA
TGTTGAAGTTGATTTATACACAATTTCGACCAACTTTCAAGCTTTCCGACACCTTGGTTACAAACTATCTTGTGGTACTGGAT
TCTAACATTAAATATTTGCAACTTTTGCATCATCAGTACTTGTTTTATTTTCTCATAGTCCATGATGGTTGCCATCAAATGAT
TTACAACATAAATTACTCATGTCTTCTCTTTTTCATGATGTAAGTTGTACAATCATATGGGCCGTTCAAAAAAAAAAGTTGTC
CAATCATATATGGTTGCTTTCAAATGATTTACAACATAAATCACTCATGTCTTCTCTTTTTCATGCATGACATAAGTAATACA
ATCTTTTATGGTTGCTATAAATTGATTTACAACATAAATTACTCCTATCTTCTCTTTTTAAAGATAATCTTTGATAAATTTGT
GACTATACAGATGTGTTTAACAAATTCAAGAACGACGACTCGAATACATTCAAGGATTCTATTACCAGTGATGTGAGGAGTAT
GTTAGGCTTATATGAATCTGCACAATTGAGATTGAAAGGAGAAAAGATTCTAGACGAAGCCTCGGCATTCACAGAAACTAAAC
TGAAGAGTTTAGTAAAGACTCTGGAAGGCAGTCTTGCACAACAGGTGAAACAATCCTTGAAAAGACCATTTCATCAAGGGATG
CCAATGGTAGAGGCAAGGCTATATTTCTCCAACTATCAAGAAGAATGCTCCAGACATGACTCACTACTAAAACTTGCAAAACT
TCACTTCAACCATTTGCAGCTACAACAAAAGGAAGAACTTAGGATTGTTTCACAGTGAGCACATATCATCCTATAAATTGAAA
TTAATACTCATGCATTATTTTACCATGCATGAAGCAAAGTGTCTTAAACCCCAAACAACCCAAAACCGAAAACAGGAATACAA
AATTCATACTTAAAATATATGCAATAAAAACTGAGATTTTATTGTAGATGTGAATATAAAGGTGAAAAGTTGATGGAAGTTTC
TTCTACTTTGCTTTCAGGTGGTGGAAGGATATGAGGTTTCAAGAGAC 
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CYP71AVS, Helianthus annuus Cytochrom P450 Monooxygenase, mRNA-Sequenz 
(unveröffentlicht). Start- und Stoppcodon sind fett gedruckt. 
 

ATGGAAGTCTCCCTCACCACTTCCATTGCACTAGCCACCATTGTCTTCTTCCTTTACAAGCTCCTCACTCGTCCCACATCCTC
CAAAAACCGCCTTCCTGAGCCATGGCGTCTCCCCATCATCGGTCACATGCATCATCTGATCGGCACAATGCCACATCGCGGGG
TTATGGACTTAGCCCGAAAATACGGATCATTGATGCATCTACAGCTCGGTGAAGTCTCCGCAATCGTAGTATCCTCTCCAAAA
TGGGCCAAAGAGATCCTAACCACATACGACATCCCCTTCGCAAACAGACCCGAGACTCTAACGGGTGAGATCATCGCATATCA
CAACACGGACATAGTTCTTGCACCCTACGGCGAATACTGGCGACAATTACGCAAACTTTGCACTCTAGAGCTTCTAAGTGTAA
AGAAAGTGAAGTCATTCCAATCACTCCGTGAAGAGGAATGTTGGAACTTGGTTCAGGAAATCAAAGCATCCGGTTCGGGTACA
CCCTTTAATCTTTCCGAGGGTATTTTCAAGGTGATCGCGACGGTTTTGAGTCGCGCGGCTTTTGGAAAGGGGATCAAGGATCA
GAAACAGTTTACTGAGATTGTGAAGGAGATATTGAGAGAAACTGGTGGGTTTGATGTGGCGGATATCTTTCCATCTAAGAAGT
TTTTGCATCATCTTTCGGGCAAGAGGGGGAGGTTGACGAGTATTCATAACAAGCTTGATAGCTTGATTAATAATCTTGTGGCT
GAACACACTGTTAGTAAGTCGAGTAAAGTGAATGAGACTTTGCTTGATGTGTTGCTGAGGCTTAAAAATAGTGAGGAGTTCCC
TTTGACTGCTGATAATGTTAAAGCCATCATTTTGGACATGTTCGGAGCCGGAACCGACACCTCCTCCGCGACAGTCGAATGGG
CGATTTCCGAGCTAATAAGGTGTCCGCGAGCGATGGAGAAGGTACAAGCCGAACTAAGGCAAGCGTTGAACGGTAAAGAGCGA
ATCAAAGAAGAAGAAATTCAAGACTTGCCCTACTTAAACCTTGTGATCCGAGAAACACTACGGTTGCATCCTCCACTACCTTT
GGTCATGCCAAGAGAGTGCCGACAGGCAATGAATCTAGCTGGATACGATGTAGCCAACAAGACCAAACTCATTGTCAACGTGT
TTGCAATAAACCGGGATCCCGAATACTGGAAAGACGCTGAAAGTTTCAACCCCGAGAGGTTTGAAAACAGCAACACAACCATT
ATGGGTGCGGATTATGAGTATCTTCCGTTTGGGGCTGGAAGGAGGATGTGTCCAGGATCGGCACTCGGTCTAGCAAACGTGCA
ACTACCGTTGGCTAATATACTTTATTACTTTAAGTGGAAACTCCCCAATGGTGCTAGCCATGACCAACTTGACATGACCGAGA
GCTTTGGAGCCACGGTTCAAAGGAAGACTGAGTTGATGCTTGTACCAAGTTTTGCACTAGTATCGAtgGATTACAAGGATGAC
GACGATAAGATCTGA 

 

 

CYP71AVL, Lactuca sativa Cytochrom P450 Monooxygenase, mRNA-Sequenz 
(unveröffentlicht). Start- und Stoppcodon sind fett gedruckt. 
 

ATGGAGCTTTCAATAACCACCTCCATTGCTCTCGCCACCATCGTCTTCTTCCTTTACAAGCTTGCCACTCGTCCCAAATCCAC
TAAAAAGCAACTTCCAGAGGCATCGCGACTCCCCATAATCGGTCACATGCACCATCTAATCGGTACAATGCCACATCGTGGTG
TTATGGATTTAGCAAGAAAGCATGGATCTTTGATGCATCTGCAGCTTGGTGAGGTCTCGACAATCGTGGTGTCATCTCCAAAA
TGGGCTAAAGAGATTTTAACGACTTACGACATTACCTTCGCTAACAGGCCTGAGACCCTAACTGGTGAGATCATTGCATATCA
CAACACAGATATCGTTCTTGCACCCTACGGTGAATACTGGAGACAACTACGAAAGCTTTGCACTTTGGAGCTTTTGAGTGTGA
AGAAAGTTAAGTCGTTTCAGTCAATTCGTGAAGAGGAGTGCTGGAATTTGGTTAAAGAAGTTAAGGAGTCAGGGTCAGGGAAA
CCGATCAATCTTTCAGAGAGTATTTTCACGATGATAGCGACTATATTGAGTCGAGCAGCGTTTGGAAAAGGAATCAAGGATCA
AAGAGAGTTTACAGAGATTGTTAAAGAGATCTTGAGGCAAACTGGTGGTTTTGATGTGGCGGATATCTTTCCTTCGAAGAAAT
TCCTTCATCATCTTTCCGGCAAGAGGGCTAGGTTAACCAGTATTCACAAAAAGCTTGATAATTTGATCAACAACATCGTCGCT
GAACACCATGTTAGCACCTCAAGCAAAGCCAACGAGACACTTCTCGATGTGCTTCTACGGCTTAAAGATAGCGCTGAGTTCCC
ATTAACAGCCGATAACGTTAAAGCCATTATTTTGGATATGTTCGGAGCTGGAACAGACACTTCATCCGCCACAGTAGAATGGG
CCATTTCCGAACTGATAAGGTGTCCGAGAGCCATGGAGAAGGTACAAGCAGAACTAAGGCAAGCATTGAACGGGAAAGAAAAG
ATCCAAGAGGAGGACATTCAAGACCTCGCATACCTAAACCTCGTGATCCGAGAAACCCTCCGCTTACACCCTCCACTACCATT
GGTTATGCCACGAGAATGCCGTGAGCCAGTGAACTTAGCAGGTTATGAAATAGCCAATAAGACCAAACTTATTGTCAATGTCT
TTGCAATCAACAGAGACCCTGAATACTGGAAAGACGCTGAGGCTTTCATCCCTGAGAGGTTTGAAAACAACCCTAATAACATC
ATGGGAGCAGATTATGAGTATCTTCCATTTGGAGCTGGGAGAAGGATGTGTCCTGGAGCTGCACTAGGGTTAGCTAATGTTCA
GCTTCCACTTGCAAACATACTTTATCATTTCAACTGGAAACTTCCTAATGGTGCCAGCCATGACCAACTTGATATGACTGAGA
GCTTTGGAGCCACGGTTCAAAGGAAGACTGAGTTGTTACTCGTACCGAGTTTTTAG 
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7.2 Plasmidkarten 

pET32-HaGAS1, pET32-HaGAS2, pET32-HaCS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pESCLeu2d::HaGAS2, pESCLeu2::HaGAS2, pESC-Leu2d::LsLTC2, pESCLeu2d::HaCS, 

pESCLeu2d::HaCSThio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pESC-Leu2d 

pET-32 EK/LIC
7595 bp / 7613 bp / 7583 bp

Lac-Operator 

LIC Insertstelle 

HaGS1 / HaGS2 / HaCS 

Fusionsprotein 

bla

Promotor

His-Tag 

Enterokinaseschnittstelle

F1-Origin Terminator

Trx-Tag 

Lac Inhibitor

bla: Ampr 

Lac: Lactose 
LIC: Ligation-Independent-Cloning 
Trx: Thioredoxin 

pESC-Leu2d

Leu2 (mit partiell deletiertem Promotor)

HaGAS2 / LsLTC2 / HaCS / HaCSThio
(jeweils in multiple cloning site 2) 

bla

multiple cloning site 1

2 micron Hefe Origin R 

f1 Origin

pUC Origin R 

CYC1 Terminator Gal1/Gal10 gegenläufige Promotoren

ADH1 Terminator 

bla: Ampr  pUC: Plasmid University of California 
CYC1: Cytochrom C1 Leu2: 3-Isopropylmalat Dehydratase als Selektionsmarker 
R: revers  Gal1 / Gal10 Promotoren: durch Galaktose induzierbare Promotoren 

ADH1: Alkohol-Dehydrogenase 1 
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pESCLeu2d::HaGAS1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pESCUra::CYP71AVS/CPR, pESCUra::CYP71AVL/CPR,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pESC-Ura 

10212 bp / 10188 bp

pESC-Leu2 

8699 bp

pESCLeu2d::HaGAS1

Leu2

bla

multiple cloning site 2 

f1 origin 

pUC Origin R 

2 micron Hefe Origin R 

ADH1 Terminator 

Gal1/Gal10 gegenläufige Promotoren 

bla: Ampr  pUC: Plasmid University of California 
CYC1: Cytochrom C1 Leu2: 3-Isopropylmalat Dehydratase als Selektionsmarker 
R: revers  Gal1 / Gal10 Promotoren: durch Galaktose induzierbare Promotoren 

ADH1: Alkohol-Dehydrogenase 1 

HaGAS1

pESC-Ura 
10212 bp / 10188 bp

Artemisia annua Cytochrom Reduktase

CYP71AVS / CYP71 AVL 

FLAG-Tag 

bla

CYC Terminator 

Gal1/Gal10 gegenläufige Promotoren

ADH Terminator 

2 micron Hefe Origin 

f1 Origin

pUC Origin 

Ura3

bla: Ampr  pUC: Plasmid University of California 
CYC1: Cytochrom C1 Gal1 / Gal10 Promotoren: durch Galaktose induzierbare Promotoren 
ADH1: Alkohol-Dehydrogenase 1  
Ura3: 3Orotidin-5'-monophosphat-Decarboxylase als Selektionsmarker 
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Bei Frank Brändle und Timo Hammer bedanke ich mich für die stets gute Laune und netten 

Gespräche, die lustigen Stunden im Labor und für die immer verlässliche Hilfe. Genauso 

danke ich Reinhard Zipper, auf den ich ebenfalls bei allen kleinen und großen technischen 

Problemen zählen konnte 

 

Ganz besonders herzlich möchte ich mich bei Katrin für Ihre Unterstützung, Aufmunterung 

und Geduld bedanken. Ein ebensolcher Dank geht an meine Eltern, die jederzeit hinter mir 

standen und mir diese Arbeit erst ermöglicht haben.  
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