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Quassinoide — wie invasive Pflanzen
Abwehrstoffe bilden
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The tree of heaven (Ailanthus altissima) is a widespread invasive plant.
It secretes specialized metabolites, so called quassinoids, into the soil
to inhibit competing plants. Quassinoids therefore bear biotechnologi-
cal potential for plant protection as well as medicinal applications.
Here, | describe how reconstitution of biochemical pathways in the
model plant Nicotiana benthamiana enables the discovery of genes

for quassinoid biosynthesis as a prerequisite for biotechnological

applications.
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B Obwohl der Gotterbaum (Ailanthus altis-
sima) vielen Menschen nicht bekannt ist,
lasst er sich mit geschultem Auge fast iiberall
in Zivilisationsndhe entdecken. Nicht
umsonst wird der Gotterbaum seit 2019 von
der Europdischen Union auf der Liste der
gebietsfremden invasiven Arten gefiihrt.
Dadurch sind die Mitgliedsstaaten gefordert,

die weitere Ausbreitung zu bekdmpfen. Ein
wichtiger Faktor fiir den 6kologischen Erfolg
des Gotterbaums sind spezielle Metabolite,
die Quassinoide, die vom Gotterbaum gebil-
det und zur Inhibierung anderer Pflanzen in
den Boden abgegeben werden (Abb. 1). Dabei
vermogen Quassinoide sowohl die Keimung
fremder Samen zu verhindern als auch das
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A Abb. 1: Der invasive Gotterbaum (Ailanthus altissima) produziert als Abwehrstoffe Quassi-
noide, z. B. Ailanthon, die Konkurrenzpflanzen hemmen und dadurch fiir den Pflanzenschutz inter-
essant sind. Teile der Abbildung wurden mit BioRender.com erstellt.

weitere Wachstum von Konkurrenzpflanzen
einzuschranken - ein Phanomen namens
Allelopathie [1].

Quassinoide: pflanzliche Abwehr-
stoffe mit biotechnologischem
Potenzial

Quassinoide sind also in der Lage, das
Wachstum von konkurrierenden Pflanzen zu
hemmen, ohne dass der Gotterbaum selbst
davon betroffen ist — und sind damit fiir den
Pflanzenschutz von groBem Interesse. Insge-
samt sind in der Natur {iber 200 Quassinoide
bekannt, wovon einige zudem pharmakolo-
gisch relevante Eigenschaften besitzen [2].
Ein besonders bekanntes Beispiel ist Bruce-
antin, das in den 1980er-Jahren in klinischen
Studien der Phase II zur Behandlung von
Brustkrebs getestet wurde. Aktuelle Studien
unterstreichen das medizinische Potenzial
dieser pflanzlichen Wirkstoffklasse [3].

Wie lassen sich die potenten biologischen
Eigenschaften der Quassinoide nun biotech-
nologisch nutzen? Eine zentrale Herausfor-
derung ist, dass Quassinoide strukturell sehr
komplex sind, weshalb ein chemisch-synthe-
tischer Zugang nicht praktikabel ist. Einfa-
cher wiare es, Quassinoide aus natiirlichen
Quellen zu isolieren. Wahrend der Gotter-
baum in Deutschland weit verbreitet ist und
dadurch der Zugang zu Biomasse zur Isolie-
rung von Quassinoiden im industriellen MaB-
stab grundlegend denkbar wire, ist das bei
vielen anderen Quassinoid-produzierenden
Pflanzen nicht der Fall. Das zuvor erwahnte
Bruceantin etwa stammt aus Brucea anti-
dysenterica, einem Baum, der nur im tropi-
schen Afrika zu finden ist. Problematisch ist
zudem, dass in Pflanzen komplexe Quassi-
noid-Cocktails gebildet werden, die sich nur
schwer auftrennen lassen. Doch gerade hier
liegt eine groBe Chance fiir die Biotechnolo-
gie. Mit unseren Forschungsarbeiten moch-
ten wir aufkldren, wie Quassinoide in Pflan-
zen gebildet werden. Kennt man die zugrun-
de liegenden Stoffwechselwege, die Biosyn-
these, kann man beispielsweise gezielt die
Produktion dieser Verbindungen verbessern
sowie die Zusammensetzung des Quassinoid-
Cocktails maBgeschneidert einstellen. Denk-
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Herausforderungen bei Losungsansatz: Rekonstitution von
Biosynthese-Aufkldrung Biosynthesewegen in Nicotiana benthamiana
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A Abb. 2: Zentrale Herausforderungen bei der Aufklarung von pflanzlichen Biosynthesewegen
und deren Umgehung durch die Rekonstitution von Stoffwechselwegen in Nicotiana benthamiana.
Bei der Agroinfiltration werden Stdmme von Agrobacterium tumefaciens, die unterschiedliche
Genkandidaten enthalten, gemischt und in Bléatter von N. benthamiana infiltriert zur transienten
Ko-Expression. Teile der Abbildung wurden erstellt mit BioRender.com.

bar wire es in ferner Zukunft vielleicht
sogar, die Produktion von allelopathischen
Quassinoiden auf Nutzpflanzen zu {ibertra-
gen und dadurch Pflanzenschutzmittel zu
ersetzen. Die Grundvoraussetzung fiir alle
solchen Anwendungen ist jedoch ein detail-
liertes Verstandnis der Quassinoid-Biosyn-
these.

Die Aufklarung pflanzlicher
Biosynthesewege

In unserer Forschungsgruppe identifizieren
wir daher die Gene, die fiir die Bildung der
Quassinoide erforderlich sind, und untersu-
chen biochemisch, welche enzymatische
Funktion die zugehorigen Proteine besitzen.
Dabei stellen sich drei groBe Probleme
(Abb. 2): Erstens ist der Gotterbaum trotz
seiner groBen Verbreitung als invasive Art
kein gangiger Modellorganismus, weshalb
viele molekulare Werkzeuge nicht zur Verfii-
gung stehen. Eine zweite groBe Herausforde-
rung ist es, tiberhaupt vielversprechende
Genkandidaten zu identifizieren. Anders als
in Mikroorganismen sind Stoffwechselgene
im pflanzlichen Genom nur selten direkt auf-
einanderfolgend- also in Form von Genclus-
tern — angeordnet. In Pflanzen gleicht die
Entdeckung von Biosynthesegenen daher der
Suche nach der Nadel im Heuhaufen. Um
eine experimentell handhabbare Zahl an
Genkandidaten zu erhalten, nutzen wir und
viele andere Gruppen vor allem Genexpres-
sionsdaten. Dahinter liegt die Grundannah-
me, dass spezialisierte Metabolite oft nur in
bestimmten Pflanzenteilen gebildet werden
- man denke nur an den alkaloidhaltigen
Milchsaft der Mohngewachse. Im Fall des
Gotterbaums finden die ersten Biosynthese-
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schritte nahezu ausschlieBlich in den Wur-
zeln statt. Dadurch konnen wir uns auf Gen-
kandidaten beschranken, die nur in Wurzeln
exprimiert sind. Mithilfe solcher Strategien
konnen wir typischerweise etwa 20 bis
100 Genkandidaten fiir eine tiefergehende
experimentelle Untersuchung auswihlen.
Dies fiihrt allerdings unmittelbar zum dritten
zentralen Problem der pflanzlichen Biosyn-
theseforschung, der Untersuchung der bio-
chemischen Aktivitit. Klassisch produziert
man dazu die zu untersuchenden Enzyme
heterolog und priift in vitro, ob das Enzym
Stoffwechselzwischenstufen in die darauffol-
gende Stufe umwandeln kann. Die Verfiig-
barkeit von Substraten fiir solche Assays ist
allerdings ein enormes Problem. In sehr vie-
len Féllen sind Stoffwechselintermediate
kaum zugénglich - sie lassen sich meistens
nicht in ausreichenden Mengen aus Pflanzen
isolieren und sind strukturell oftmals zu
komplex, um sie synthetisch herzustellen.
Diese drei Probleme - der begrenzte gene-
tische Zugang, die groBe Zahl an Genkandi-
daten sowie der Mangel an Substraten fiir
biochemische Untersuchungen - erfordern
spezielle experimentelle Strategien zur Auf-
klarung pflanzlicher Biosynthesewege.
Gliicklicherweise lassen sich diese mit einer
machtigen Methode umgehen - der transien-
ten Expression in der Modellpflanze Nicotia-
na benthamiana (Abb. 2). Diese australische
Tabakart hat sich als besonders geeignet zur
Expression von Fremdgenen erwiesen [4].
Dabei werden Fremdgene tiber das Boden-
bakterium Agrobacterium tumefaciens in
pflanzliche Zellen eingeschleust, indem Bak-
teriensuspensionen direkt in die Blitter infil-
triert werden (Agroinfiltration). Die entschei-
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denden Vorteile sind dabei: 1) Anders als bei
stabilen genetischen Transformationen wer-
den bei der transienten Expression nur
erwachsene Tabakpflanzen eingesetzt. Das
zeitaufwandige Abwarten eines kompletten
pflanzlichen Lebenszyklus entféllt damit. 2)
Besonders einfach ist die Ko-Expression
mehrerer Gene in diesem System. Bei klassi-
schen Expressionssystemen miisste man
aufwandige Multigenkonstrukte erzeugen
oder mehrere Selektionsmarker verwenden.
Bei N. benthamiana lasst sich Ko-Expression
dagegen durch simples Mischen der Agrobac-
terium-Kulturen vor der Infiltration errei-
chen. So lassen sich 10-15 Gene mit minima-
lem Aufwand ko-exprimieren. 3) Diese effi-
ziente Ko-Expression erlaubt es, Stoffwech-
selwege Schritt fiir Schritt zu rekonstituie-
ren. Die miihsame Gewinnung von Substra-
ten fiir Enzymassays entfallt damit, weil
Stoffwechselzwischenstufen direkt in den
Pflanzen gebildet werden.

Ungewdhnliche Umlagerungen des
Kohlenstoffgrundgeriists im
Quassinoid-Stoffwechsel

Mithilfe von Transkriptomdaten haben wir
aus Tausenden pflanzlicher Gene einen Satz
von etwa 80 Genkandidaten ausgewahlt.
Durch Ko-Expression in N. benthamiana
gelang uns damit die Aufkldrung der ersten
fiinf Schritte der Quassinoid-Biosynthese
(Abb. 3, [5, 6]). Bei der Naturstoffklasse der
Triterpenoide, zu denen die Quassinoide
gehoren, wird zu Beginn eines Stoffwechsel-
wegs aus dem allgemeinen Vorlaufer Oxidos-
qualen mithilfe einer Oxidosqualenzyklase
ein komplexes Ringsystem gebildet. Ein der-
artiges Enzym konnten wir auch in der Quas-
sinoid-Biosynthese finden; dort erzeugt sie
das Grundgeriist Tirucalla-7,24-dien-3f-ol.
Erstaunlicherweise konnten wir danach
allerdings Enzyme finden, die dieses Kohlen-
stoffskelett wieder verandern. Eine derartige
nachtriagliche Modifikation des Kohlenstoff-
grundgertists von Triterpenoiden war zuvor
unbekannt. Dieser ungewdhnliche enzyma-
tische Schritt wird von einer Sterolisomerase
katalysiert. Diese Enzyme kennt man aus
dem Primérstoffwechsel — auch bei der Cho-
lesterol-Biosynthese im Menschen kommt
eine derartige Isomerase vor, das Emopamil-
bindende Protein, — nicht aber aus dem
Sekundéarstoffwechsel. Hier hat also durch
Genduplikation und Neofunktionalisierung
ein Enzym aus dem Primérstoffwechsel eine
neue Funktion im Sekundérstoffwechsel ent-
wickelt. Langfristig lasst sich das biochemi-
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A Abb. 3: Die ersten fiinf Schritte der Quassinoid-Biosynthese beinhalten eine ungewdhnliche Umlagerung des Kohlenstoffskeletts durch eine Iso-
merase, die durch Neofunktionalisierung aus der Sterol-Biosynthese im Primarstoffwechsel hervorgegangen ist. Die neu entdeckten Enzyme bieten

Potenzial fiir biotechnologische Anwendungen.

sche Prinzip dieser Enzyme vielleicht dazu
nutzen, Triterpenoide maBgeschneidert
enzymatisch zu modifizieren, um deren phar-
makologische Eigenschaften zu verandern.

Fazit: erste Schritte zu
biotechnologischen Anwendungen

Quassinoide bieten biotechnologisches
Potenzial etwa im Bereich Pflanzenschutz
oder Krebstherapie, aber erst ein vollstandi-
ges Verstandnis der Biosynthese erlaubt des-
sen Nutzung. Mithilfe von Nicotiana ben-
thamiana als Modellsystem konnten wir in
den letzten Jahren die ersten fiinf Schritte
des Quassinoid-Stoffwechsels aufkladren.
Bemerkenswert dabei war vor allem die Ent-
deckung von Isomerasen, die das urspriing-
liche Kohlenstoffgrundgeriist nachtraglich
modifizieren. Damit ist ein wichtiger Schritt
zur biotechnologischen Nutzung der Quassi-
noide geschafft.
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