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ABKURZUNGEN

I. Abkiirzungen

MafRRe und Einheiten

bp = Basenpaar(e)

Da = Dalton

kat = Katal (1 mol s?)

Keat = Wechselzahl

Km= Michaelis-Menten-Konstante
M = Molar, mol I

mA = Milliampere

MPa = Megapascal

nm = Nanometer

Molekularbiologische Bezeichnungen
cDNA =  Komplementare DNA

DNA = Desoxyribonukleinséure

ANTP = Desoxyribonukleosid-
triphosphat(e)

gDNA = genomische DNA

MRNA = messenger Ribonukleinséure

PCR = Polymerasekettenreaktion

Nukleotide

A= Adenin

C= Cytosin

G= Guanin

T= Thymin

U= Uracil

Nukleotidzuweisungen

N = unspezifisch

M = Adenin (A) oder Cytosin (C)
K= Guanin (G) oder Thymin (T)
S= Guanin (G) oder Cytosin (C)
W= Adenin (A) oder Thymin (T)
Y = Cytosin (C) oder Thymin (T)

ODeoo = Optische Dichte bei 600 nm
Tm= Schmelztemperatur
u= Units (enzymatische Aktivitat)

UpM =  Umdrehungen pro Minute

= Volt
viv = Volumen/Volumen
Vinax = maximale Reaktionsgeschwindigkeit
wiv = Gewichtsvolumen (engl. weight/volume)

Kanonische Aminosauren

A= Alanin (Ala)

C= Cystein (Cys)

D= Asparaginsaure (Asp)
E= Glutaminséaure (Glu)
F= Phenylalanin (Phe)
G= Glycin (Gly)

H= Histidin (His)

| = Isoleucin (lle)

K= Lysin (Lys)

L= Leucin (Leu)

M = Methionin (Met)

N = Asparagin (Asp)
P= Prolin (Pro)

Q= Glutamin (Glu)

R = Arginin (Arg)

S= Serin (Ser)

T= Threonin (Thr)

V= Valin (Val)

W= Tryptophan (Trp)
Y= Tyrosin (Tyr)
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Formeln
AE =

Datenbanken
BLAST =
EMBL =
CNGBdb =
NCBI =

TICA =

Sonstiges
EC=
EMA =
COVID 19 =
HMPC =

HPLC =

PKU =
RAAS =
SARS-CoV-2 =

Proteine
4CL =
ACE-2 =
C4H =

CAD =
CCoAOMT =
CCR =
CYP98 =
CHI =

Organismen

Steigung (Extinktionsdifferenz) E. coli =
spezifischer Extinktionskoeffizient P. patens =
Proteinmenge im Testansatz P. putida =
Schichtdicke der Kivette S. marianum =

Multiplikationsfaktor

Gesamtzellzahl

Gesamtvolumen des Testansatzes
Verdinnungsfaktor

Zellzahl (Mittelwert von 6 Grol3feldern)

Basic Local Alignment Search Tool

European Molecular Biology Laboratory
China National Genebank Database

National Center for Biotechnology Information
The International Compositae Alliance

Enzyme Commission (numbers)
Europaische Arzneimittelbehérde
Corona-Virus Erkrankung 2019

Ausschuss fiir pflanzliche Arzneimittel

high pressure liquid chromatography
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie)
Phenylketonurie
Renin-Angiotensin-Aldosteron System

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2

4-Cumarat Coenzym A Ligase
Angiotensin-konvertierendes Enzym-2
Zimtsaure 4-Hydroxylase
Coniferylalkohol Dehydrogenase
Caffeoyl-CoA O-Methyltransferase
Cinnamoyl-CoA Reduktase
Cytochrom P450 Monooxygenase

Chalkonisomerase

Escherichia coli
Physcomitrium patens
Pseudomonas putida

Silybum marianum
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CHS =
DFR =
DIR =
F3'H=
F3H =
HAL =
HCT =
IFN-y =
IgG =
IgM =
IL-4/IL-6 =
LACC =
LDOX =
PAH =
PAL =
PTAL =
POD =
SAD =
STS =
TAL =
TNF-a =
TMPRSS2 =

Chalkonsynthase
Dihydrokaempferol 4-Reduktase
Dirigierende Proteine
Flavanon-3’-Hydroxylase
Flavanon 3-Hydroxylase
Histidin Ammoniak-Lyase
Hydroxycinnamoyltransferase
Interferon-Gamma
Immunglobulin G
Immunglobulin M

Interleukin-4 oder -6

Laccase

Leucocyanidin Oxygenase
Phenylalaninhydroxylase
Phenylalanin Ammoniak-Lyase
Phenylalanin/Tyrosin Ammoniak-Lyase
Peroxidase

Sinapylalkohol Dehydrogenase
Stilbensynthase

Tyrosin Ammoniak-Lyase
Tumornekrosefaktor a

Transmembrane Serinprotease-2

Substanzen, Chemikalien und Puffer

ABTS =
APS =
BH4 =
BCIP =
CAPS =
CHES =
CoA =
CTAB =
DMSO =
DOPA =
DTT =
EDTA =
IPTG =

2,2'-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonséure)
Ammoniumpersulfat

Tetrahydrobiopterin
5-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat
N-Cyclohexyl-3-aminopropansulfonsaure
N-Cyclohexyl-2-aminoethansulfonsaure
Coenzym A
Cetyltrimethylammoniumbromid
Dimethylsulfoxid
L-Dihydroxyphenylalanin

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

XVi
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MIO =
MOPS =
NAD* =
NADH; =
NADP* =
NADPH; =
NBT =
NTA-Ni =
PEG =
PVDF =
SDS =
SDS-PAGE =
TAE =

TB =
TBS-T =
TCA =

TE =
TEMED =
X-Gal =

4-Methyliden-Imidazol-5-on
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
Nicotinamidadenindinukleotid
Nicotinamidadenindinukleotid (reduzierte Form)
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (reduzierte Form)
Nitroblautetrazoliumchlorid

Nickel-Nitriloessigsaure

Polyethylenglycol

Polyvinylidendifluorid

Natriumdodecylsulfat

Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese
Tris-Essigsaure-EDTA

Terrific broth

Tris-buffered saline

Trichloressigsaure

Tris-EDTA

Tetramethylethylendiamin
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid
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[I. Einleitung

1. Silybum marianum - Klassifikation und Morphologie

Die Mariendistel, Silybum marianum (L.) GAERTN, ist eine ein- bis zweijahrig wachsende,
distelartige Pflanze mit einer Wuchshéhe von bis zu 150 cm (Abenavoli 2010). Sie gehort zur
Familie der Asteraceae (Korbblitler) innerhalb der Klasse der bedecktsamigen Pflanzen
(Magnoliopsida). Die Mariendistel gehért zur Gruppe der Eudikotyledonen, die einen Grol3teil
der zweikeimblattrigen (dikotylen) Pflanzen umfasst (International Compositae Alliance (TICA)
Webseite; Taxname:1106175). Sie tragt auch die Namen Frauendistel, Silberdistel oder
Milchdistel.

Die Blatter der Distel sind hellgriin und lanzettartig geformt. Sie besitzen an ihren Randern bis
zu 8 mm lange Stacheln. Besonders auffallend ist ihre weiRe Marmorierung. Der Legende
nach stellt das weif3e Muster auf den Blattern die Muttermilch der Jungfrau Maria dar, die auf
die Pflanze verschittet wurde, wahrend sie Jesus bei ihrer Flucht nach Agypten stillte
(Corchete 2008). Die Blutenkdrbchen der Mariendistel sind lang gestielt und purpurfarben
(Abb. 1). Es gibt jedoch noch eine Variante (Silybum marianum var. albiflorum) mit
schneeweilRen Blitenkdrbchen (Abb. 2) (Ahmed et al 2019). Die Kérbchen beider Pflanzen
besitzen einen Durchmesser von 5-6 cm und sind von langen Hullblattern mit starren Dornen

umgeben.

\a
~

o

Abb. 1 Silybum marianum mit ihren typischen griin-wei ~ Abb. 2 Silybum marianum var. albiflorum mit ihrem

marmorierten Blattern und purpurfarbigem schneeweilen  Blutenkorbchen und  ebenfalls

Blutenkdrbchen typischen griin-weifld marmorierten Blattern.
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Die Mariendistel ist vor allem in Gebieten des MittelImeerraumes heimisch. Sie wachst jedoch
auch in Indien, China, Afrika und Australien. Auch in Europa wird sie bereits seit Jahrhunderten
angebaut. Europdische Kolonisten brachten die Pflanze im 19. Jahrhundert nach Nord- und
Siudamerika (Abenavoli et al. 2010).

Die Keimung der Pflanze erfolgt im Frihjahr und Herbst und wird durch einsetzende
Regenfalle beglnstigt. Distelsamlinge benétigen Licht zum Gedeihen. Die Mariendistel
Uberwintert als Blattrosette (Abb. 3), die manchmal einen Durchmesser von 1 m erreichen
kann. Fur die Blutenbildung sind kalte Temperaturen erforderlich. Jede Pflanze kann etwa
10-50 Blutenkopfe ausbilden und pro Blitenkopf etwa 100 Frichte (Ach&nen) produzieren
(Corchete 2008). Diese Anzahl ist jedoch abhangig von der GroRRe der Pflanze, der Dauer und
dem Zeitpunkt ihrer Blite (Abb. 4). Von den gebildeten und freigesetzten Friichten sind
ca. 94 % lebensfahig. Die Samen konnen im Boden fur 9 Jahre und langer Uberleben
(Sindel 1990).

Abb. 3 S. marianum Uberwintert indem die Blatter dicht Abb. 4 Verblihte und fruchtausbildende

gedrangt als Rosette angeordnet sind. Mariendistel

Die Frichte der Pflanze entwickeln sich aus dem befruchteten Blutenstand und sind 5-8 mm
lang, sowie etwa 2-3 mm breit (Bijak 2017). Die Fruchtschale ist glanzend braunschwarz oder
matt graubraun gefarbt mit dunkel- oder weil3grauen Maserungen. Frisch gemahlene Frichte
besitzen einen kakaoartigen Geruch (Sticher 2010). Jede Frucht besitzt einen weiRen Pappus
aus vielen flachen feinstacheligen Borsten, die ringférmig angeordnet sind (Keil 2012). Der
Pappusschirm 6ffnet und schlie3t sich wahrend des Tag-Nacht-Zyklus und wird ebenfalls
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durch die Umgebungsluftfeuchtigkeit beeinflusst. Nach der Reifung der Frichte wird die

Fruchtausbreitung durch den gedéffneten Pappus ermdglicht (Martinelli 2019).

1.1 Inhaltsstoffe und pharmazeutische Anwendung

Aufgrund ihrer vielfaltigen Eigenschaften ist die Mariendistel (Silybum marianum) besonders
fur die medizinische Therapie von Bedeutung (Valkova 2020). Die Friichte und Extrakte dieser
Pflanze werden bereits seit Uber 2000 Jahren fir die Behandlung von Leber- und
Gallenwegserkrankungen verwendet (Delmas et al. 2020).

Eine der frihesten Erwahnungen der (Marien-)Distel findet sich in der Bibel (Genesis 3:18).
Nachdem Adam und Eva von Gott aus dem Garten Eden vertrieben wurden, sagte Gott zu
ihnen, dass der Ackerboden ihretwegen verflucht ist, sie aber dennoch von ihm essen werden
an allen Tagen ihres Lebens. ,Dornen und Disteln lasst er dir wachsen / und die Pflanzen des
Feldes musst du essen® (Abenavoli 2010). Im Mittelalter nannte man die Frichte der Pflanze
L~Stechkorner und empfahl sie gegen Seitenstechen einzunehmen (Spohn 2014). Bei der
Mariendistel handelt es sich um ein traditionelles pflanzliches Arzneimittel zur
symptomatischen Linderung von Verdauungsstorungen, Vollegefuihl und zur Unterstiitzung
der Leberfunktion. Die Droge wird im angegebenen Anwendungsgebiet ausschlie3lich
aufgrund langjahriger Anwendung eingesetzt (EMA/HMPC/294187/2013 herbal monograph).

Die Mariendistel enthalt eine ganze Reihe an Inhaltsstoffen. Den gréRten Anteil von jeweils
20-30 % machen die fetten Ole und die Eiweile aus. Die Phytosterole (u.a. Cholesterol)
betragen etwa 0,6 %. Der prozentuale Anteil an Tocopherol (Vitamin E) betragt etwa 0,04 %.
Die Flavonolderivate, die unter dem Oberbegriff Silymarin zusammengefasst werden, machen
etwa 1,5-3,0 % der gesamten Inhaltsstoffe aus (Bijak 2017). Hierzu gehodren die
Flavanonolderivate Silybin A und B (ca. 50-60 %), Isosilybin A und B (ca. 5 %), Silychristin
(ca. 20 %), sowie Silydianin (ca. 10 %) (Schilcher 2016, Abenavoli 2010) (Abb. 5). Die ersten
Versuche, diese aktiven Komponenten zu isolieren, begannen 1958 (Corchete 2008). Im Jahr
1968 isolierten und charakterisierten Wagner und seine Kollegen erstmalig die
Hauptbestandteile von Silymarin (Wagner et al. 1968). Im Gegensatz zur purpurfarbigen
Silybum marianum (L.), enthalt Silybum marianum var. albiflorum neben Silybin Silandrin,

Isosilandrin, Silyhermin und Silymonin (Abb. 5) (Szilagi et al. 1981).
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Abb. 5 Darstellung der Silymarin-Bestandteile. Silybin A+B und Isosilybin A+B sind Diastereomere. Silychristin,
Isosilychristin und Silydianin sind Regioisomere.

Die letzten funf Jahre waren gepréagt von einem Aufschwung an Publikationen Uber das
Silymarin. Allein im Jahr 2019 wurden die Flavonolignane in mehr als 2670 Zitierungen
erwahnt (Delmas et al. 2020). Bei der Hauptwirksubstanz von Silymarin handelt es sich um

das Silybin, inklusive seiner Isomere. Nach bisherigem Kenntnisstand wirken die
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hepatoprotektiven Eigenschaften des Silybin unter anderem bei der Stabilisierung der
Leberzellmembran, weisen eine Radikalfanger-Antioxidans-Funktion auf und bewirken eine
Beschleunigung der Leberzellregeneration (Abenavoli 2010). Silybin vermindert die
schadigenden Effekte verschiedener Lebergifte wie a-Amanitin, Tetrachlorkohlenstoff,
Galactosamin oder Thioacetamid (Sticher 2010). In Tierversuchen konnte eine protektive
Wirkung des Silybin bei einer Knollenblatterpilzvergiftung (Phallotoxin) nachgewiesen werden
(Scholz und Schwabe 2005). Aktuelle Studien zeigen vielversprechende positive
Auswirkungen von Silymarin-Komponenten bei neurologischen Erkrankungen, wie z.B. der
Alzheimer- (Yaghmaei et al. 2014) und der Parkinson-Krankheit (Ullah und Khan 2018).
Daruiber hinaus zeigt Silymarin bei in vivo und in vitro Studien gegen verschiedene Krebsarten
ein hemmendes Potenzial (Won et al. 2018). Dosisabhangig kann Silymarin die Proliferation
von HSC-4-Mundkrebszellen hemmen und die Caspase-8 abhéngige Apoptose férdern. In der
Arbeit von Won et al. (2018) unterdriickte das Silymarin auch das Tumorwachstum und -

volumen.

1.2 Bioverfligbarkeit, Zubereitung und Dosierung

Die Bioverflugbarkeit bezeichnet den Anteil eines verabreichten Arzneimittels, der im
allgemeinen Kreislauf des Organismus erscheint und verflugbar ist (Beubler 2011). Die
Bioverflugbarkeit wird in Prozent angegeben und betragt definitionsgemall nach einer
intraventsen Gabe den maximalen Wert von 100 %. MaRgeblich kann die Bioverfligbarkeit
durch die Loslichkeit, das Verteilungsverhalten im Organismus, die Bindungsfahigkeit an
Zellstrukturen oder Proteine sowie durch die Stabilitdét und Zersetzung beeinflusst werden
(Lohs et al. 2009).

Kommerziell verfiigbare Produkte enthalten etwa 70-80 % an Silymarin. Nach einer oralen
Einnahme des Silymarins werden etwa 20-50 % im Gastrointestinaltrakt aufgenommen
(Schilcher 2016). Etwa 80 % davon werden Uber die Galle ausgeschieden und nur etwa 10 %
gelangen in den enterohepatischen Kreislauf (Abenavoli et al. 2010). Die geringe
Bioverflugbarkeit konnte auf die schlechte Wasserloslichkeit (Cavaretta 2015) und eine
Degeneration der Substanzen durch Verdauungsflissigkeiten zurtickzufiihren sein.

Silymarin wird in der Regel in Form von Verkapselungen (z.B. Legalon® von Madaus oder
Silymarin® von STADA GmbH, Bionorica SE oder Ratiopharm) und in Form von Dragees
(Hevert Arzneimittel GmbH & Co. KG) angeboten. Pflanzliche Ausziige sind auch als Tonikum
(SALUS Haus) verfiigbar. Bei toxischen Leberschaden wird eine Initialdosis von taglich
400 mg Silymarin empfohlen. Als Erhaltungsdosis sollten taglich mindestens 200 mg Silymarin
eingenommen werden (Schilcher 2016). Bei einer Vergiftung mit dem Knollenblatterpilz wird

eine intraventse Gabe von 20 mg kg? Silibinin, verteilt auf vier Infusionen von jeweils
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2 Stunden in 24 Stunden empfohlen (Scholz und Schwabe 2005). Eine Auflistung weiterer
Dosierungsempfehlungen sowie einige klinische Studien kénnen in der HMBC-Monographie
(EMA/HMPC/294188/2013) eingesehen werden. Der HMPC (Ausschuss fir pflanzliche
Arzneimittel) gehdrt zur EMA (Europaische Arzneimittelbehdrde) und beschétftigt sich unter
anderem mit der Erstellung von Monographien von pflanzlichen Arzneidrogen. HMPC-
Monographien enthalten neben den Angaben zur Wirksamkeit und Unbedenklichkeit der
Arzneidrogen auch den aktuellsten wissenschaftlichen Kenntnisstand. Alle funf Jahre werden
die Monographien tberarbeitet und durch neue Studien und Erkenntnisse aktualisiert. Sie sind
offentlich und kostenlos verfligbar und représentieren fur alle EU-Mitgliedsstaaten den
offiziellen regulatorischen Standard.

1.3 Silymarin als Option zur Behandlung einer COVID-19 induzierten
Lungenerkrankung

Silymarin und seine Derivate besitzen eine natirliche antiinflammatorische Aktivitat. Sie
unterdricken nachweislich den Tumornekrosefaktor-Alpha (TNF-a), die Interleukine-4 und -6
(IL-4, IL-6) und das Interferon-Gamma (IFN-y) in broncho-alveolarer Flissigkeit
(Corchete 2008, Nazemian et al. 2010 aus Palit et al. 2021). Aktuell wird das
antiinflammatorisch wirkende Medikament Acalabrutinib fir die Behandlung der
Lungenschéaden bei schwer erkrankten COVID-19-Patienten eingesetzt.
Bemerkenswerterweise besitzt Silymarin im Mausmodell einen besseren Schutz (Reduktion
73 %) gegen das entzindliche Zytokin IL-1R (Toklu et al. 2008) im Vergleich zum Wirkstoff
Acalabrutinib (50 % Reduktion) (Palit et al. 2021).

Aufgrund dieser Wirkungsweise wurde im August 2020 eine klinische Studie tber die Wirkung
von Silymarin bei der Behandlung von Patienten mit einer schwer verlaufenden COVID-19
Lungenerkrankung gestartet (Good Clinical Practice Network, Studiennummer:
NCT04394208). Teil dieser Doppelblindstudie waren 50 schwer erkrankte, intensivmedizinisch
betreute COVID-19-Pneumonie Patienten. Die Kontrollgruppe (25 Personen) enthielt neben
der vom Gesundheitsministerium festgelegten Standardbehandlung ein Placebo. Die zweite
Gruppe, bestehend aus 25 Personen, erhielten neben der Standardbehandlung eine orale
Silymarin-Dosis von insgesamt 420 mg/Tag verteilt auf drei Dosen (Palit et al. 2021). Die
klinischen Daten wurden nach Erstgabe der Droge bis zu 28 Tage gesammelt und bewertet.
Die Studie endete am 28. Februar 2021. Aktuell (April 2021) liegen keine Studienergebnisse

vor.

Eine weitere in-silico Studie von Pandit und Latha (2020 preprint Research square) sollte

ebenfalls die potentielle antivirale Wirksamkeit von Silymarin fur die Behandlung von
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COVID-19 Infektionen nachweisen. Das SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) Virus enthalt in seiner au3eren Membran ein S (Spike) Glykoprotein, das mit
hoher Affinitat an das Angiotensin-konvertierende Enzym-2 (ACE-2) binden kann (Mittal et al.
2020). ACE-2 ist ein Transmembranprotein in Pro- und Eukaryoten und wird unter anderem
von Epithelzellen der Atemwege, Alveolarepithelzellen, vaskuldaren Endothelzellen und
Makrophagen der Lunge exprimiert (Bader 2020). Nach der Bindung des Spike Glykoproteins
an ACE-2 benutzt das SARS-CoV-2 Virus dieses Enzym als Rezeptor, um in die Zelle eines
Wirtsorganismus einzudringen. Das S-Glykoprotein setzt sich aus einer aminoterminalen
Untereinheit (S1-Doméne) und einer rezeptorbindenden Untereinheit (S2-Domane)
zusammen. Nach der Bindung des Virus an den Rezeptor der Wirtszelle wird die S1-Domane
abgespalten. Durch die Freilegung der S2 Untereinheit erfolgt die Verschmelzung der
Virushille mit der Membran der Wirtszelle (Ueffing et al. 2020). Mittlerweile ist bekannt, dass
an diesem Vorgang eine zweite Protease, nadmlich die transmembrane Serinprotease-2
(TMPRSS2), beteiligt ist (Bader 2020). Sowohl das transmembrane ACE-2 als auch die
TMPRSS2 werden nicht nur in menschlichen Lungenzellen, sondern auch in hohem Maf3e im
Nasenepithel koexprimiert (Sungnak et al. 2020). Aus diesem Grund infiziert das Virus

hauptséachlich das Respirationssystem (Akgcakaya 2021).

Pandit und Latha (2020) erstellten fir ihre Arbeit verschiedene 2D und 3D Modelle des Virus,
der Proteine sowie chemischer und pflanzlicher Liganden. Verschiedene simulierte
Komplexbildungen zwischen dem Virus Spike-S Protein, ACE-2, TMPRSS2 und dem Silybin
ergaben starke Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Silybin und der TMPRSS2 (Palit
et al. 2021). Das Silybin wies eine hthere Bindungsenergie auf als das weit verbreitete
Hydroxychloroquin, welches fir die Behandlung von COVID-19 Infektionen eingesetzt wurde.
Die durchgefiihrte in silico-Studie legt daher nahe, dass Silybin-haltige Heilpflanzenextrakte,
ein wirksames, alternatives Therapeutikum sein kénnten (Pandit und Latha 2020).

2. Pflanzlicher Sekundéarstoffwechsel

Stoffe und Verbindungen, die nicht essentiell fir das Wachstum und die Entwicklung des
Organismus sind, jedoch unentbehrlich fur die Existenz und den Fortbestand ihrer Art, werden
als Sekundarmetabolite bezeichnet (Sticher 2010).

Diese Stoffwechselprodukte besitzen vielfaltige biologische Eigenschaften und treten haufig in
einer grofRen Strukturvariabilitat auf. Sekundéare Pflanzenstoffe dienen z.B. dem Anlocken von
Insekten durch Duft- oder Farbstoffe, der chemischen Abwehr oder dem Schutz vor biotischem
und abiotischem Stress (Munk 2008). Ihre Synthese erfolgt in der Pflanze h&ufig nur wahrend
bestimmter Entwicklungsstadien und kann dartber hinaus auf bestimmte Pflanzenstrukturen

begrenzt sein.
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Ihre Entstehung wird unter dem Begriff Sekundarstoffwechsel zusammengefasst und leitet
sich von Intermediaten, Kohlenhydraten oder Aminosauren aus dem priméren Stoffwechsel
ab. Sowohl der Primar- als auch der Sekundarstoffwechsel bilden ein multidimensionales,
metabolisches Netzwerk. Sie besitzen nicht nur gemeinsame Reaktionsschritte, sondern
nutzen auch haufig dhnliche Enzymsysteme (Sticher 2010). Des Weiteren besitzen manche
Stoffwechselprodukte typische Funktionen aus dem Primarstoffwechsel (Wachstum und
Entwicklung) als auch aus dem Sekundarstoffwechsel. Die Vielzahl pflanzlicher
Sekundarmetabolite lasst sich aufgrund ihrer Biosynthese-Grundbausteine in verschiedene
Gruppen unterteilen. Die am haufigsten auftretenden Strukturgruppen stellen die Phenole,
Terpenoide und Alkaloide dar (Bernards 2010).

2.1 Allgemeiner Phenylpropanstoffwechsel

Charakteristisch fur die phenolischen Verbindungen sind die an einen aromatischen Ring
verknlipften OH-Gruppen sowie daran substituierte Gruppen. Phenole koénnen durch
verschiedene Stoffwechselwege synthetisiert werden. Einer der bedeutsamsten ist der
Shikimatweg. Die Synthese der phenolischen Sekundarverbindungen geht hauptsachlich von
der Aminosaure Phenylalanin und in geringerem Maf3e von Tyrosin aus (Abb. 6). Diese
Aminosauren werden bei Pflanzen im Shikimatweg aus Arogenat gebildet. Nach der
Abspaltung von Wasser und einer Decarboxylierung entsteht Phenylalanin. Wird das Arogenat
zunachst durch NADP™* oxidiert und gleichzeitig decarboxyliert, so entsteht Tyrosin (Heldt und
Piechulla 2015).

Durch das Enzym Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL) wird im ersten Schritt die Aminosaure
Phenylalanin durch eine nicht-oxidative Desaminierung zu trans-Zimtsdure umgesetzt
(Bernards 2010). AnschlieBend wird durch die Zimtsdure 4-Hydroxylase (C4H) die
4-Cumarsaure unter Zuhilfenahme von O, und NADPH; gebildet. Im letzten Schritt des
allgemeinen Stoffwechselweges wird durch die 4-Cumarat Coenzym A Ligase (4CL) der
Coenzym A Thioester 4-Cumaroyl-CoA synthetisiert (Ferrer et al. 2008). Zimtsdurederivate,
wie z.B. die 4-Cumarséure, spielen im Phenylpropanstoffwechsel eine sehr wichtige Rolle.
Uber verschiedene Biosyntheseschritte konnen weitere Substitutionen am aromatischen Ring
entstehen. Aus diesen Substanzen entstehen weitere Sekundarmetabolite, wie z.B. die

Cumarine, Flavonoide, Zimtalkohole sowie Phenolcarbonsduren (Sticher 2010).
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Abb. 6 Allgemeiner Phenylpropanstoffwechsel, ausgehend von Phenylalanin wird 4-Cumarséure gebildet.

2.2 Monolignolsynthese (Coniferylalkohol)

Lignin ist eine der wichtigsten organischen Substanzen in der Natur und ist ein Bestandteil von
pflanzlichen Zellwanden (Munk 2009). Die monomeren Bausteine des Lignins sind
Monolignole, z.B. 4-Cumaryl-, Coniferylalkohol oder Sinapylalkohol, die aus

Zimtsaurederivaten gebildet werden (Strasburger et al. 2014).

Die Biosynthese (Abb. 7) startet mit der Ubertragung des 4-Cumarséaurerests aus 4-Cumaroyl-
CoA auf die Shikimisaure durch eine Hydroxycinnamoyltransferase (HCT). Das Produkt
4-Cumaroylshikimisdure wird anschlieend durch eine Cytochrom P450 Monooxygenase
(CYP98) zu Caffeoylshikimisaure  hydroxyliert.  Anschlie@end katalysieren die
Hydroxycinnamoyltransferase  (HCT) oder eine Esterase die Reaktion der
Caffeoylshikimisdure zu den zwei Produkten Caffeoyl-CoA bzw. Kaffeesdure und
Shikimisdure. Im néachsten Schritt wird das Feruloyl-CoA durch die Caffeoyl-CoA
O-Methyltransferase (CCoAOMT) gebildet. Im weiteren Verlauf wird durch die Cinnamoyl-
Coenzym A Reduktase (CCR) das Feruloyl-CoA mit Hilfe von NADPH, zu Coniferaldehyd
reduziert (Ferrer et al. 2008). Im letzten Schritt bildet die Coniferylalkohol Dehydrogenase
(CAD) mit NADPH; aus dem Coniferaldehyd den Coniferylalkohol.
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Abb. 7 Monolignolbiosynthese: ausgehend von 4-Cumarsaure zum Coniferylalkohol

2.3 Flavonoidbiosynthese (Taxifolin)

Die Flavonoidbiosynthese beginnt analog zur Monolignolsynthese beim 4-Cumaroyl-CoA. Im
ersten Schritt wird durch die Chalkonsynthase (CHS) das Naringenin-Chalkon aus
4-Cumaroyl-CoA und drei Molekilen Malonyl-CoA gebildet (Gad et al. 2021). Bei dieser
Reaktion werden 3 CO, und 4 Coenzym A freigesetzt. Das Naringenin-Chalkon, wandelt sich
anschliel3end entweder spontan oder mithilfe der Chalkonisomerase (CHI) zu Naringenin um
(Abb. 8). Danach wird das Naringenin durch die Flavanon 3-Hydroxylase (F3H) unter
Zuhilfenahme von O, und 2-Oxoglutarat zu Dihydrokaempferol umgewandelt. Dabei werden
CO; und Succinat freigesetzt. Im letzten Schritt wird das Taxifolin durch die Flavonoid 3’-
Hydroxylase (F3 H) gebildet (Bernards 2010).
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Abb. 8 Flavonoidsynthese: ausgehend von 4-Cumaroyl-CoA hin zum Taxifolin.

2.4  Silymarin-Biosynthese

Silymarin ist, wie bereits erwahnt, ein Gemisch aus Flavanonolderivaten aus mehreren
Regioisomeren und Diastereomeren. Sie entstehen alle durch eine oxidative Kopplung
zwischen einem Flavonoid (Taxifolin) und einem Phenylpropanoid (Coniferylalkohol). Dieser
oxidative Prozess wird mdglicherweise durch Peroxidasen (Einleitung, Kapitel 3) oder
Laccasen katalysiert (Poppe und Petersen 2016, Bijak 2017).

Im ersten Schritt werden beide Komponenten unabh&ngig voneinander durch eine Ein-
Elektron-Oxidation oxidiert, wobei zwei semistabile Radikale entstehen. Das Coniferylalkohol-
Radikal kann tber das gesamte konjugierte aromatische Ringsystem dieser Einheit hinweg
delokalisieren, wéhrend das Taxifolin-Radikal auf die beiden Hydroxygruppen am
aromatischen Ring beschréankt ist. (Abb. 9). Die anschlieBende Kopplung des
Coniferylalkohols mit dem Taxifolin erfolgt Gber einen von freien Radikalen vermittelten
Prozess (Bernards 2010). Je nachdem, an welcher Position die Ausgangssubstanzen oxidiert

wurden, kénnen alternative Kopplungsprodukte zwischen den Molekllen entstehen.
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Abb. 9 Darstellung der Ein-Elektron-Oxidation von Taxifolin und Coniferylalkohol. Das Elektron kann an
unterschiedlichen Stellen entfernt werden (rote, gestrichelte Kreise).

Geringfligige Strukturmodifikation wahrend der Kopplungsreaktion oder der abschlielenden
nukleophilen RingschlieRung fiihren zu weiteren Flavonolignanderivaten (Abb. 5). Der genaue
Mechanismus ist jedoch nach wie vor unbekannt, denn weder Laccasen, noch die Peroxidasen
sind in der Lage die Regio- oder Stereospezifitat der Flavonolignanderivate selbst zu steuern.
Es wird vermutet, dass weitere Enzyme, sogenannte Dirigierende Proteine (Einleitung,

Kapitel 5), an diesem Mechanismus beteiligt sind (Davin et al. 1997).

3. Peroxidasen

Peroxidasen (EC 1.11.1.7) katalysieren die Oxidation von organischen Verbindungen in
Gegenwart eines Elektronenakzeptors wie zum Beispiel H,0.. Pflanzen besitzen eine groR3e
Anzahl an Peroxidase-Isoenzymen, die sich in ihrer Aminoséuresequenz um mehr als 50 %
unterscheiden kénnen (Welinder 1992). Diese Enzyme koénnten auch an der oxidativen
Kopplung eines Flavonoids (Taxifolin) und eines Phenylpropanoids (Coniferylalkohol) beteiligt
sein (Einleitung, Kapitel 2.4). Im Jahr 2017 gelang es Dr. Poppe im Rahmen seiner
Dissertation, ein Peroxidase-Gen aus der Mariendistel zu identifizieren. Das Enzym besitzt ein
theoretisches Molekulargewicht von ca. 34 kDa und mehrere konservierte Sequenzabschnitte
einer sekretorischen Peroxidase sowie die charakteristische Signatur eines Ham-Liganden.
Des Weiteren gelang es, eine sekretorische Peroxidase mit einem Molekulargewicht von
45 kDa durch chromatographische Trennverfahren zu isolieren (Poppe 2017). Eine

rekombinante Expression war nicht erfolgreich.
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Sekretorische Typ Il Peroxidasen besitzen in der Regel ein Molekulargewicht zwischen
30 und 45 kDa und enthalten als prosthetische Gruppe Protohaemin IX (Ham b), sowie zwei
Ca?" lonen (Almagro et al. 2008). Diese Enzyme sind glykosidiert und sind in Vakuolen und
Zellwanden lokalisiert (Passardi et al. 2005). Viele pflanzliche Peroxidasen besitzen eine

Signalpeptidsequenz fur das Endoplasmatische Retikulum (Welinder 1992).

4, Laccasen

Die Laccasen (LACC, EC 1.10.3.2) sind extrazellulare Glykoproteine. Sie gehoren zur Familie
der Multikupferoxidasen und enthalten vier Kupfer-lonen. Abhangig von ihren
spektroskopischen Eigenschaften klassifiziert man sie als T1, T2 oder T3 Enzyme (Wang et
al. 2016). Laccasen wurden erstmals im Jahr 1883 aus dem Lack-Baum (Rhus vernicifera)
isoliert (Reinhammar 1969). Das Enzym katalysiert sowohl anabole (Aufbau), als auch
katabole (Abbau) Reaktionen (Janusz et al. 2020). Monolignole polymerisieren extrazellular
nach Radikalisierung, moglicherweise durch Laccasen, zu Lignin. Das Enzym katalysiert
ebenfalls die Oxidation von organischen Verbindungen in Gegenwart eines
Elektronenakzeptors. Im Gegensatz zu den Peroxidasen nutzen Laccasen jedoch molekularen
Sauerstoff (Poppe 2017). Laccasen sind weit verbreitet und kommen in Pflanzen, Pilzen,
Bakterien, Cyanobakterien und in Insekten vor (Brijwani et al. 2010, Palanisami und
Lakshmanan 2011, Dittmer und Kanost 2010).

Ebenfalls gelang es Dr. Poppe eine Laccase aus der Mariendistel zu identifizieren. Das Enzym
besitzt ein theoretisches Molekulargewicht von 63,4 kDa. Strukturanalysen ergaben eine
Zugehorigkeit zur Cupredoxin-Familie. Auch hier war eine rekombinante Expression leider
nicht erfolgreich. Laccasen wie zum Beispiel aus dem Schimmelpilz (Aspergillus flavus) und
dem Austern-Seitling (Pleurotus ostreatus) besitzen ebenfalls Proteingréf3en zwischen 60 kDa
und 67 kDa. (Gomaa et al. 2014, Palmieri et al. 1997).

5. Dirigierende Proteine

Vor der Entdeckung der Dirigierenden Proteine im Jahr 1995 wurde angenommen, dass die
Lignin- und Lignanbiosynthese zufallig und nur durch die oxidativen Enzyme (wie z.B.
Laccasen und Peroxidasen) erfolgt (Davin und Lewis 2000). Mittlerweile ist jedoch bekannt,
dass weder Laccasen, noch Peroxidasen oder vergleichbare Oxidasen in der Lage sind, regio-
und stereospezifische Reaktionen selbststandig zu kontrollieren.

1995 bestétigte die Arbeitsgruppe um Davin und Lewis das Vorkommen von Dirigierenden
Proteinen ohne eigene katalytische Aktivitat. Dieses Protein, isoliert aus der Hange-Forsythie
(Forsythia suspensa), hat ein Molekulargewicht von 78 kDa (Davin et al. 1997). Aktuell ist die

Beteiligung der Dirigierenden Proteine bei der bi-molekularen Kopplung von Coniferylalkohol
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Radikalen zu (+)- oder (-)-Pinoresinol in der Lignan-Biosynthese bekannt (Effenberger et
al. 2015, Pickel und Schaller 2013) (Abb. 10).

Die erste 3D Strukturanalyse eines Dirigierenden Proteins ergab eine trimere Proteinstruktur
(Kim et al. 2012). Das Molekulargewicht eines Monomers betragt zwischen 20 kDa und
40 kDa. Die Proteinsequenzen der DIRs weisen mehrere N-Glykosylierungs-
Erkennungssequenzen (Asparagin-X-Serin/Threonin) auf. Tatsachlich wurde bei dem
Dirigierenden Protein aus Arabidopsis thaliana eine Paucimannose-Glykosylierung
nachgewiesen (Pickel et al. 2012). Paucimannose ist ein mannosidisches N-Glykan mit einer

Mannose:.sFucoseo.1N-Acetylglucosamin, Zusammensetzung.

Alle bisher charakterisierten Dirigierenden Proteine sind an der Lignanbiosynthese involviert.
Effenberger et al. (2015) beschrieb in ihrer Arbeit jedoch auch ein Dirigierendes Protein,
welches an der Gossypol-Biosynthese in Baumwolle (Gossypium sp.) beteiligt ist. Da der
Reaktionsmechanismus zwischen dem Taxifolin und Coniferylalkohol in der Silymarin
Synthese (Einleitung, Kapitel 2.4) auf &hnliche Weise wie bei der Gossypol-Biosynthese
ablaufen konnte, liegt die Vermutung nahe, dass auch Dirigierende Proteine aus der

Mariendistel an der Reaktion beteiligt sein kénnten (Poppe 2017).

[-H]

HyCO

on HO OCH,
— —_—2
Coniferylalkohol (+)-Pinoresinol
-~
HyCO

—_— —_—2

Abb. 10 Oxidative Verknupfung von zwei Coniferylalkohol-Molekiilen zu Pinoresinol.
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6. Phenylalanin Ammoniak-Lyase

Die Phenylalanin Ammoniak-Lyase, PAL (EC 4.3.1.5) ist das zentrale Schlisselenzym bei der
Biosynthese von Phenylpropanen und wurde bereits ausgiebig in vielen Pflanzen (Hyun et al.
2011), Pilzen und Mikroorganismen charakterisiert (Bezanson et al. 1970, Williams et
al. 2005).

Das Enzym Kkatalysiert eine nicht oxidative Desaminierung des Phenylalanins zu trans-
Zimtsaure. Fur die Abspaltung des NHz wird jedoch eine elektrophile Gruppe benétigt, die das
Substrat (L-Phenylalanin) selbst nicht zur Verfligung stellen kann. In der Regel werden solche
elektrophilen Gruppen durch einen Kofaktor bereitgestellt. Da die PAL jedoch keine Kofaktoren
fur die enzymatische Umsetzung benétigt, muss die Bereitstellung aus dem Enzym selbst
kommen. Tatsachlich kann die PAL seine elektrophile prosthetische Gruppe autokatalytisch
aus seinem eigenen Polypeptid bilden (Ritter und Schulz 2004). Innerhalb der PAL-
Proteinsequenz  befindet sich eine Ala-Ser-Gly Tripeptidsequenz. Durch eine
posttranslationale Dehydratisierung entsteht der sogenannte 4-Methyliden-imidazol-5-on
(MIO)-Komplex. Teil dieses MIO Komplexes ist ein Dehydroalanin, welches aus dem Serin der
Tripeptidsequenz gebildet wird (Schwede et al. 1999). An die Doppelbindung des
Dehydroalanins kann das abgespaltete NHz binden.

Nach der Abspaltung des Ammoniaks wird eine Kohlenstoffdoppelbindung gebildet und es
entsteht die trans-Zimtsaure. Zimtsdure und ihre Derivate spielen eine wichtige Rolle im
Phenolstoffwechsel (Einleitung, Kapitel 2.1).

In den Mikroorganismen Streptomyces maritimus (Bezanson et al. 1970), Streptomyces
verticillatus (Xiang et al. 2002) und Photorhabdus luminescens (Williams et al. 2005) werden
die nachgewiesenen Phenylalanin  Ammoniak-Lyasen mit der Biosynthese der
Sekundarmetabolite Enterocin und 3,5-Dihydroxy-4-Isopropylstilben in Zusammenhang
gebracht. Dartber hinaus wurden zwei PAL Enzyme aus den Cyanobakterien Nostoc

punctiforme und Anabaena variabilis charakterisiert (Moffitt et al. 2007).

Die PAL wird durch ihr eigenes Produkt, die trans-Zimtsdure, gehemmt. Ein weiterer, sehr
starker Aktivitatshemmer ist das Phenylalanin-Analogon 2-Aminooxy-3-Phenylpropanséaure
(Abb. 11) (Havir 1981; Heldt und Piechulla 2015). Diese Substanz ist in der Lage, das PAL

Enzym bereits mit mikromolaren Konzentrationen zu hemmen.
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Abb. 11 Darstellung der strukturellen Unterschiede von Phenylalanin und 2-Aminooxy-2-Phenylpropanséure.

Mehrere Studien an diversen PAL Enzymen legen nahe, dass dieses Enzym neben
Phenylalanin noch weitere Molekiile als Substrate umsetzen kann. Résler et al. (1997)
berichtete bereits, dass einige PAL Enzyme aus Monokotyledonen wie z.B. dem Mais
(Zea mays) neben Phenylalanin auch Tyrosin enzymatisch umzusetzen kénnen, wohingegen
Dikotyledonen nur Phenylalanin umsetzen (Jun et al. 2018). Neben der Phenylalanin
Ammoniak-Lyase gibt es noch die sogenannte Tyrosin Ammoniak-Lyase (TAL, EC 4.3.1.25).
Die TAL katalysiert die enzymatische Umsetzung von Tyrosin zu 4-Cumarsaure (Abb. 6). Im
Phenylpropanstoffwechsel wird diese durch die Zimtsaure 4-Hydroxylase (C4H) aus trans-
Zimtsaure gebildet. Enzyme, die eine duale Spezifitat fir L-Phenylalanin und L-Tyrosin
aufweisen, werden als Phenylalanin/Tyrosin Ammoniak-Lyasen (PTAL EC 4.3.1.26)
bezeichnet (Xue et al. 2007). Diese Enzyme kommen zum Beispiel in Mikroorganismen, Hefen
und monokotylen Pflanzen vor und zeigen PAL/TAL-Aktivitatsverhaltnisse zwischen 0,2 und 6.
Darliber hinaus kénnen PTALs auch die a-Aminosaure L-Dihydroxyphenylalanin (DOPA)

desaminieren. Hierbei entsteht Kaffeesdure (Jun et al. 2018).

Neben der PAL und TAL existiert in der Natur noch eine weitere wichtige Ammoniak-Lyase,
die Histidin Ammoniak-Lyase (HAL, EC 4.3.1.3). Dieses Enzym, welches auch unter dem
Namen Histidase bekannt ist, wurde in Prokaryoten und Tieren nachgewiesen und spielt eine
wichtige Rolle im Stoffwechsel fur den Histidinabbau (Wu et al. 2014). Dartber hinaus konnte
das Enzym in den einzelligen Grinalgen Dunaliella tertiolecta und Chlamydomonas reinhardtii
nachgewiesen werden (Hellio und Legal 1999, Hellio et al. 2004). Auch in der Ackerbohne
(Vicia faba) wurde eine HAL nachgewiesen (Kamel und Maksoud 1978). Jedoch sollte an
dieser Stelle erwahnt werden, dass die beschriebene enzymatische Aktivitat ul3erst gering
war. Moglicherweise handelt es sich bei diesem Enzym um eine PAL oder TAL, die neben

Phenylalanin und/oder Tyrosin ebenfalls L-Histidin als Substrat umsetzen kann.

Trotz grofRer Unterschiede in den Aminoséuresequenzen aller drei Ammoniak-Lyasen,
entwickelte sich die PAL vermutlich aus der HAL (McDonald et al. 2007 aus Wu et al. 2014).

Aktuelle phylogenetische Studien deuten darauf hin, dass Ammoniak-Lyasen durch
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horizontalen Gentransfer aus Bakterien auf eine frihe Pilzlinie Ubertragen wurden und
anschlieend Uber arbuskulare Mykorrhiza-Symbiosen auf Landpflanzen weitergegeben
wurden (Emiliani et al. 2009, Barros und Dixon 2020).

6.1 Therapeutische Anwendung - das Medikament Pegvalinase

Pegvalinase ist ein Medikament, dass fiur die Behandlung von genetisch bedingter
Phenylketonurie (PKU) eingesetzt wird. Bei dieser Erkrankung handelt es sich um eine
autosomal-rezessiv vererbbare Stoffwechselkrankheit (Kroner und Koletzko 2010), die
unbemerkt und unbehandelt sehr schwere Verlaufe aufweist. Im menschlichen Organismus
wird Phenylalanin durch die Phenylalaninhydroxylase (PAH) in Tyrosin umgewandelt bzw.
abgebaut. Bei der klassischen Form der PKU (98 % der Falle) ist die Wirkung des Enzyms
entweder sehr stark eingeschrankt oder nicht vorhanden (Karges und Wagner 2017). Aufgrund
des Enzymmangels sammelt sich zunehmend die Aminosaure Phenylalanin im Korper an.
Dies fuhrt zu einer kompetitiven Hemmung des Blut-Hirn-Schranke-Transporters flr weitere
wichtige Aminosauren wie z.B. Tyrosin, Valin oder Isoleucin. Ein Mangel dieser Aminosauren
fuhrt zu einer reduzierten Proteinbiosynthese und folglich zu einer Unterernahrung im Gehirn
(Schulz 2015). Infolgedessen kommt es unter anderem zu einer Mikrozephalie mit irreversibler
geistiger Behinderung und Hirnschadigung, krampfartige Spasmen, Nervenzellschadigungen
und motorische Ausfalle. Bei der atypisch verlaufenden Form (2 % der Falle) ist die Funktion
des Koenzyms Tetrahydrobiopterin eingeschrankt (Kréner und Koletzko 2010). Dieses
Koenzym ist unter anderem fiir die Herstellung der Botenstoffe Dopamin und Serotonin von
essentieller Wichtigkeit. Im S&uglings- und Kleinkindalter kann die PKU nur durch eine strenge,
sehr spezielle Diat behandelt werden (Karges und Wagner 2017).

Eine alternative Behandlungsmadglichkeit fir Menschen ab 16 Jahre bietet das Medikament
Pegvalinase. Hierbei handelt es sich um eine rekombinant hergestellte Phenylalanin
Ammoniak-Lyase aus dem Cyanobakterium Anabaena variabilis (Gelbe Liste Online, Vidal
MMI Germany GmbH). Pegvalinase ist ein kovalentes Konjugat aus der PAL und NHS-
Methoxypolyethylenglycol (NHS-PEG). Es tragt den Markennamen Palynziqg und ist auf dem
deutschen Markt in Form von Fertigspritzen fur die subkutane Injektion zugelassen. Die
empfohlene Anfangsdosis betragt wochentlich 2,5 mg fiir 4 Wochen. Im weiteren Verlauf wird
die Dosis langsam erhoht, bis schlie3lich eine einmalige Dosis von maximal 60 mg taglich
erreicht wurde. Die Vergabe des Medikamentes richtet sich nach dem gewinschten
Phenylalaninspiegel im Blut des Patienten.

Pegvalinase wird hauptsachlich durch immunvermittelte Mechanismen aus dem Kreislauf
eliminiert. Aus diesem Grund muss die Dosissteigerung langsam erfolgen, da sehr haufig

akute systemische Uberempfindlichkeitsreaktionen bei den Patienten auftreten (Clinical Trials

17



EINLEITUNG

Arena, Progressive Digital Media Group London, www.clinicaltrialsarena.com). Diese
Nebenwirkungen traten unabhangig von Geschlecht, Alter und Kérpergewicht der Probanden
auf. In klinischen Studien wurden IgG- und IgM-Antikérper gegen die PAL und das PEG
nachgewiesen. Die Europdaische Arzneimittelbehdrde (EMA) empfiehlt den Patienten vor der
Anwendung des Medikamentes eine Pramedikation in Form eines H1- und H2-Rezeptor-
Antagonisten und einer antipyretischen Medikation. Darliber hinaus sollten die Patienten aus
ihrer Sicht dazu angewiesen werden, wahrend der Behandlung mit Palynziq stets ein
Adrenalin-Injektionsgerat bei sich zu tragen.

7. Chalkonsynthase

Die Farbe der Bliten ist eines der wichtigsten Merkmale einer Pflanze. Verantwortlich fur die
rosafarbenen, roten, violetten oder purpurnen Farben sind die Anthocyane (Liu et al. 2021).
Die Chalkonsynthase (CHS; EC 2.3.1.74) ist das erste Schliisselenzym des Flavonoid-
Biosyntheseweges. Wird die CHS-Transkription in der Pflanze reduziert, so wird die
Blutenpigmentierung gehemmt. Dies flhrt zu veranderten Blutenph&notypen, die von kleinen

weil3en Streifen bis zu komplett weil3en Bliten reichen (Liu et al. 2021).

Die CHS besitzt eine Sequenzhomologie zu mehreren Polyketidsynthasen, zu denen auch die
Stilbensynthasen (STS; EC 2.3.1.95) zahlen (Ferrer et al. 1999). Sowohl die CHS, als auch
die STS verknupfen 3 Acetat-Einheiten aus 3 Malonyl-CoA Molekulen mit 4-Cumarséaure (aus
4-Cumaroyl-CoA) unter der Bildung zwei verschiedener Produkte.

Die Chalkonsynthase bildet das Naringenin-Chalkon unter der Freisetzung von 3 CO, und
4 Coenzym A (Einleitung, Kapitel 2.3). Die Stilbensynthase bildet dagegen das Resveratrol.
Bisher wurden mehrere CHS-Gene aus monokotylen, dikotylen und einigen gymnospermen
Arten Kloniert und charakterisiert (Pang et al. 2005). Jedoch wurden auch CHS-ahnliche
Enzyme in Bakterien identifiziert. Diese besitzen eine maximale Sequenzhomologie von
25-50 % zu den pflanzlichen Enzymen (Austin und Noel 2002).

Die CHS-Aktivitdt wird besonders durch endogene Mechanismen, wie zum Beispiel die
Blutenentwicklung, niedrige Temperaturen (Leyva et al. 1995), UV-Bestrahlung (Zhou et
al. 2007), Verwundung (Richard et al. 2000) oder Pathogenbefall (Soylu 2006, Christensen et
al. 1998) bei der Pflanze beeinflusst.
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8. Cinnamoyl-CoA Reduktase

Die Cinnamoyl-CoA Reduktase (CCR; EC 1.2.1.44) ist das erste Enzym welches
Phenylpropanoid-Metabolite in den Monolignol-Weg leitet (LUderitz and Grisebach 1981). Es
katalysiert die Umwandlung von 4-Cumaroyl-, Feruloyl- und Sinapoyl-CoA mit Hilfe von
NADPH; zu 4-Cumaraldehyd, Coniferaldehyd und Sinapaldehyd (Vanholme et al. 2010). Die
Substrataffinitdt und -praferenz variiert jedoch zwischen den einzelnen Pflanzenarten, den
CCR-Isoformen und auch innerhalb der gleichen Spezies.

Die Cinnamoyl CoA Reduktase bildet einen wichtigen Kontrollpunkt bei der Regulierung des
Kohlenstoffflusses in der Lignin-Biosynthese (Chao 2017). Wird das Enzym herunterreguliert,
so fuhrt dies zu einem verringertem Ligningehalt und einer Ver&nderung der
Ligninzusammensetzung. Dadurch kann sich der Phanotyp des Organismus verandern.
Pappeln mit einem herunterregulierten CCR-Gehalt besitzen eine orange bis weinrote Farbung
des Xylems und oft einen fleckigen Stamm (Van Acker et al. 2014). Diese ausgepragte
Farbung héngt mit dem Einbau von geringen Mengen an Ferulasaure in das Polymer
zusammen (Leplé et al. 2007).

Des Weiteren spielt das Enzym eine wichtige Rolle in der Pflanzenentwicklung und in
Abwehrreaktionen bei auftretendem Umweltstress (Hua et al. 2014; Kawasaki et al. 2006;
Ma 2007).

9. Coniferylalkohol Dehydrogenase

Die Coniferylalkohol Dehydrogenase (CAD, EC 1.1.1.195) wurde zuné&chst in der Sojabohne
(Glycine max) (Ebel und Grisebach 1973) und spater in vielen anderen Pflanzenarten
identifiziert und biochemisch charakterisiert. Im letzten Schritt des Monolignol-
Biosyntheseweges bildet die CAD aus Coniferaldehyd Coniferylalkohol. Die CAD ist sowohl
NADPH;- als auch Zn?*-abhéngig und eng verwandt mit den Mitgliedern aus der Superfamilie
der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (MDR) (Pan et al. 2014).

Durch den vermehrten Einsatz von Genom-Analysen konnten mehrere CAD-Gene in
verschiedenen Pflanzen nachgewiesen werden. Unter anderem konnten in
Arabidopsis thaliana 17 CAD-Homologe annotiert werden (Kim et al. 2004). Eine
biochemische Charakterisierung von zwei dieser Enzyme zeigte, dass sie nicht nur eine
wichtige Rolle bei der Bildung von Coniferyl- bzw. Sinapylalkoholen spielen, sondern auch bei
der Bildung von G- bzw. S-Ligninen (Sibout et al. 2005).

Auch die Reduktion der CAD-Aktivitat fuhrt zu einer strukturellen Modifikation des Lignins.
Besonders in holzigen Arten kommt es zum vermehrten Einbau von Sinapaldehyd-Einheiten
(van Acker et al. 2017). Wird die Coniferylalkohol Dehydrogenase unterdriickt, fihrt dies zu

einer Veranderung des Lignins. Es kommt zu einer erhdhten Zahl an freien phenolischen
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Gruppen im Lignin, die besonders unter alkalischen Bedingungen die Reaktivitat des Lignins

erhdhen. Dieser Vorgang verbessert den Ligninabbau (Nabugi et al. 2020).

10. Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, mehrere zentrale Schlisselenzyme aus den unterschiedlichen
Biosynthesewegen zu Komponenten des Silymarins zu charakterisieren. Hierbei handelte es
sich um die Phenylalanin  Ammoniak-Lyase (PAL) aus dem allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsel, die Chalkonsynthase (CHS) aus dem Flavonoidsyntheseweg, die
Cinnamoyl-Coenzym A Reduktase (CCR) und die Coniferylalkohol Dehydrogenase (CAD) aus
dem Monolignolsyntheseweg, sowie die Peroxidase (POD) und Dirigierende Proteine (DIR)
aus der Silymarin-Biosynthese.

Fur die Untersuchung wurden zunachst molekularbiologische Methoden angewendet. Nach
der erfolgreichen Ildentifizierung aller codierenden Gensequenzen konnte eine rekombinante
Proteinexpression aller ausgewahlten Enzyme durchgefiihrt werden. Im weiteren Verlauf
wurden diese proteinbiochemisch untersucht. Diese spezielle Charakterisierung umfasste
unter anderem die Bestimmung wichtiger Enzymparameter wie die Kp-Werte fiir alle
Hauptsubstrate. Diese Substrate mussten teilweise zunachst synthetisiert werden. Darlber
hinaus wurden weitere wichtige Parameter wie zum Beispiel Temperatur- und pH-Optimum
ermittelt. Diese Daten dienen zur Gewinnung eines besseren Verstandnisses des

Stoffwechsels der Mariendistel.

Aufgrund einer N-Glykosylierung der Peroxidase sowie einer starken Paucimannose-N-
Glykosylierung der dirigierenden Proteine, welche fir die Loslichkeit und enzymatische
Aktivitat essentiell ist, ist eine rekombinante Expression in herkdbmmlichen Systemen auf3erst
schwierig. Aus diesem Grund sollten aktuelle Systeme miteinander verglichen werden. Die
nachfolgende Evaluierung und Etablierung eines zuverldassig funktionierenden
Expressionssystems, wie zum Beispiel das GlycoSwitch® Hefesystem und das pflanzliche

Expressionssystem, bildete ein weiteres Ziel dieser Promotionsarbeit.
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[ll. Material und Methoden
A. Allgemeine Methoden

1. Pflanzenanzucht zur RNA- und DNA-Isolation

Silybum marianum Saatgut wurde aus dem Alten Botanischen Garten Marburg aus dem
Freiland (Arzneipflanzenbeet) geerntet und anschlieRend in handelsublicher Blumenerde
ausgesat. Nach der Keimung und einem Pflanzenwachstum bis ca. 10 cm wurde die Pflanze
mehrfach mit demineralisiertem Wasser und Ethanol gereinigt und anschlieRend in fllissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80 °C zwischengelagert.

2. Herstellung einer Silybum marianum Kalluskultur
Zuerst wurden Samen der Pflanze Silybum marianum nach dem folgenden Schema

vorbehandelt:

96 % Ethanol 1 min
10 % (w/v) Chlorldésung 10 min
3x steriles Reinstwasser je 5min

AnschlieRend wurden jeweils drei Samen pro Petrischale auf MSOH (hormonfreies MS
Medium; Murashige and Skoog, 1962) Festmediumplatten ausgelegt und im Dunkelraum bei
Raumtemperatur fir 2-3 Tage gelagert. Nachdem die Samen sterile Wurzeln ausgebildet
hatten, wurden diese mit einem Skalpell in kleine Stiicke zerschnitten und anschlieRend auf
B5 Festmedium (Gamborg et al. 1968) ausgelegt. Im Verlauf von 2 bis 3 Wochen bildete sich
an den Schnittrdndern der Kallus aus, welcher erneut separiert und auf B5 Festmedium in
Kulturglasern ausgelegt wurde. Nachdem sich eine grof3ere Menge Kallus gebildet hatte,
wurden 5 g Kallus in 250 ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml B5 Fliissigmedium tberfihrt und
unter konstantem Schiitteln (110 UpM) im Dunkeln bei 25 °C inkubiert.

2.1 Uberimpfen und Aufrechterhaltung der Suspensionskultur
Das Uberimpfen der Kultur fand einmal wochentlich statt. Hierfir wurden 5 g Nassgewicht der

Kultur in einen neuen Erlenmeyerkolben mit 50 ml BS Kulturmedium Gberfiihrt.
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B. Proteinbiochemische Methoden

3. Bestimmung des Proteingehalts nach Bradford

Der Proteingehalt wurde nach der von Bradford im Jahr 1976 entwickelten Methode bestimmit.
Das Prinzip dieser Methode liegt in der Bindung von Coomassie Brilliant Blue G-250 an
Proteine. Durch diese Bindung verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von
465 nm auf 595 nm. Die Zunahme der Absorption dient dabei als MaR fur die

Proteinkonzentration.

Fur die Bestimmung des Proteingehalts wurden 10 pl Probenlésung mit 1000 pl Bradford
Reagenz (siehe Bradford Reagenz; Anhang |, Kapitel 24.3) in einer Plastikklvette versetzt.
Nach einer Inkubationszeit von 20 min wurden die Proben photometrisch bei einer
Wellenlange von 595 nm gegen eine Referenz mit Puffer anstelle von Probe gemessen. Als
Berechnungsgrundlage diente eine Probe mit bekannter Proteinkonzentration
(Rinderserumalbumin 1 mg ml?). Die Messungen wurden als Dreifachbestimmung

durchgefihrt.

4. Proteinfallung mit Trichloressigsaure

Fur die Fallung wurden die Proben im gleichen Volumenverhaltnis mit einer 40 %igen
Trichloressigséaureldsung (TCA) versetzt. Die Proben wurden fir 1 Stunde auf Eis inkubiert
und anschlieRend bei 16000 x g und 4 °C fiir 20 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet mit 2x 500 pl eiskalter, 80 %iger (v/v) Acetonldsung gewaschen.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das restliche Aceton in der

Vakuumzentrifuge verdampft.

5. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli
(1970) dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekilmasse unter denaturierenden
Bedingungen. Vor dem Start der Elektrophorese wird den Proben das anionische Tensid
Natriumdodecylsulfat (SDS) hinzugefugt. Das Detergens entfaltet die Proteine und tberdeckt
die Eigenladung der Proteine und sorgt somit fur eine konstante Ladungsverteilung. Zusétzlich
werden die Proteinproben auf 95 °C erhitzt, damit die Sekundar- und Tertiarstrukturen der
Molekile aufgebrochen werden. Durch die vorherige Zugabe von reduzierenden
Thiolverbindungen (3-Mercaptoethanol) werden die Disulfidbricken aufgespalten. Die
Trennung beruht auf dem unterschiedlichen Laufverhalten der Proteine im Gel und ist von ihrer
GroRRe sowie vom Vernetzungsgrad des Acrylamids abhéngig. Die Auftrennung der Proteine
erfolgt durch das Anlegen einer elektrischen Spannung. Die negativ geladenen Analyten

wandern in Richtung Anode.
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Durchfiihrung
Die Gele fir die Elektrophorese wurden nach dem folgenden Schema hergestellt und in einem

GelgieRR3stand (BioRad) gegossen.

Trenngel: Sammelgel:

1,5 M Tris HCI (pH 8,8) 1250 pl 0,5 M Tris HCI (pH 6,8) 625 ul
Aqua dest. 1450 pl Aqua dest. 1400 pl
Acrylamid/Bisacrylamid (30 %ig) 2050 pl Acrylamid/Bisacrylamid (30 %iQ) 375 ul
SDS (10 % (w/v)) 200 pl SDS (10 % (w/v)) 100 pl
TEMED 8 ul TEMED 5ul
APS (10 % (w/v)) 35 ul APS (10 % (w/v)) 20 ul

Nach dem Polymerisieren wurden die Gele in der Elektrophoresekammer fixiert. Diese wurde
anschlieend mit 400 ml einfach verdinntem Laemmli Laufpuffer (pH 8,3: 0,025 M Tris,
0,192 M Glycin, 0,1 % SDS) befillt. Die Proben wurden mit dem Laemmli Probenpuffer (siehe
Anhang |, Kapitel 24.5) verdinnt und fir 10 min bei 95 °C denaturiert. Anschlieend wurden
die Proben kurz abzentrifugiert und in die Taschen des Sammelgels pipettiert. Die Stromstarke
betrug 30 mA pro Gel, und die Spannung wurde auf 220 V eingestellt. Der Lauf dauerte
ca. 60 Minuten. Zur Identifizierung des Molekulargewichts wurde der Roti®Mark Tricolor

Standard verwendet.

6. Western Blot

Der sogenannte Western Blot ist ein Verfahren, bei dem die in einem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennten Proteine auf eine Tragermembran lbertragen werden. Diese Methode bietet
nach dem Transfer die Mdglichkeit, das Zielprotein mittels spezifischer Antikdrper reagieren

und durch die Zugabe von entsprechenden Substraten sichtbar werden zu lassen.

Nach der SDS-PAGE wurden das Gel und mehrere Lagen eines diinnen Filterpapiers fur
10 min im Transferpuffer (25 mM Tris, 191 mM Glycin, 20 % Methanol) aquilibriert. Nachdem
die PVDF Transfermembran passend zugeschnitten worden war, wurde diese zunachst fiir
15s in 100 % Methanol und anschlieRend fur weitere 2 min in demineralisiertem Wasser

aktiviert. Danach wurde die Membran fir 15 min im Transferpuffer inkubiert.

Als erstes wurden einige Lagen des Filterpapiers mittig auf die Anode des Semi-Dry
Elektroblotters platziert. Anschlieend wurde die Membran auf diese Schicht gelegt. Die
Platzierung des SDS-Gels erfolgte nun passend und luftblasenfrei auf die Membran. Zuletzt

wurden die ubrigen Lagen des Filterpapiers iiber dem Gel platziert. Uberschiissiger Puffer
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wurde mit einem Papiertuch sorgféltig entfernt. Das Gerat wurde verschlossen, und es wurde

ein Strom von 3,0 mA pro cm? Membran angelegt. Der Transfer dauerte 1,5 Stunden.

6.1 Inkubation mit Antikdrpern

Nach dem Blotten wurde das SDS-Polyacrylamidgel vorsichtig von der Membran entfernt und
zur Transferkontrolle mit der Coomassie Brilliant Blue Farbel6sung (0,25 % (w/v) Coomassie
Brilliant Blau R-250 mit 45,5 % (v/v) Ethanol und 9,2 % (v/v) Essigsdure) angefarbt.
AnschlieBend wurde das Gel zur Lokalisation der Banden entfarbt (30 % (v/v) Ethanol mit
10 % (v/v) Essigséaure). Die Membran wurde zuné&chst fir 5 min mit TBS-T Puffer (10 mM Tris
mit 0,9 % (w/v) NaCl und 0,05 % (v/v) Tween 20) gewaschen. Die Blockierung der Membran
erfolgte Uber Nacht in 5 % Magermilchpulver gelost in TBS-T Puffer.

Am darauffolgenden Tag wurde die Membran kurz mit TBS-T Puffer gewaschen. Anschliel3end
wurde der Anti-6xHis-Tag Antikérper (1:10000 in 1 % Milchpulver in TBS-T Puffer) zur
Membran hinzugegeben und fir 1 Stunde auf einem Wippschittler inkubiert. Nach dem
erneuten Waschen der Membran in TBS-T Puffer wurde der zweite Antikorper (1:20000 goat
anti mouse IgGFc alkaline phosphatase AP conjugate in TBS-T) hinzugegeben. Die Membran

wurde erneut fur 1 Stunde auf einem Wippschiittler inkubiert.

6.2 Immunfarbung

Die Farbelosung setzt sich aus 80 pl BCIP (50 mg ml?t in 70 % Dimethylsulfoxid) und 60 pl
NBT (20 mg mlt in 100 % Dimethylsulfoxid) in 10 ml Substratpuffer (100 mM Tris HCI (pH 9,5)
mit 100 mM NaCl und 5 mM MgCl; * 6 H20) zusammen.

Nach der Herstellung der frischen Farbelésung wurde die Membran fir maximal 30 min bei
Raumtemperatur auf einem Wippschuttler inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch dreimaliges

Waschen mit demineralisiertem Wasser gestoppt.

7. Synthese von Coenzym A-aktivierten Hydroxyzimtsauren

Fur die Synthese von Feruloyl-CoA, Sinapoyl-CoA und 4-Cumaroyl-CoA wurden zunachst
25,2 mg NaHCO3 eingewogen und in 6 ml Wasser geldst. Anschlielend wurde die Losung in
einen Glasrundkolben Uberfuhrt und zur Entfernung von Luftsauerstoff fur 15 min mit
gasférmigem Stickstoff durchspdilt. Danach wurde der NaHCO;3; Losung 1 ml entnommen und
zu 23 mg Coenzym A (CoA, freie Saure) hinzugegeben. Nachdem sich das Coenzym A geltst
hatte, wurde dieses tropfenweise wieder zur Hauptldsung hinzupipettiert; die Losung wurde
weiterhin mit N, durchgast. 56 mg des Feruloyl-, Sinapoyl- oder 4-Cumaroyl-Succinimidesters

wurden in Aceton geldst und ebenfalls tropfenweise zur NaHCO3z + CoA Lésung hinzugeben.
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Es bildete sich ein Niederschlag, welcher sich durch die weitere Zugabe von Aceton loste. Das
Reaktionsgefald wurde anschlieRend verschlossen und Uber Nacht an einem dunklen Ort
stehen gelassen.

Am néachsten Tag wurde das Aceton in der Vakuumzentrifuge entfernt. AnschlieRend wurde
die Losung fiir 10 min bei 13000 x g zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in neue GefaRe
Uberfuhrt und auf 4 % Ammoniumacetat eingestellt.

Fur die Aufreinigung der Coenzym A Ester wurde die Festphasenextraktion verwendet. Die
Chromabond C18ec Séaulen wurden zuerst mit 30 ml Methanol und anschlieRend mit 30 ml
Wasser vorbehandelt. Anschliel3end wurden die Saulen mit 30 ml einer 4 % Ammoniumacetat
(w/v) Losung konditioniert. Nach Auftragen der Coenzym A Ester Losung auf die Saule, wurde
sie 12 x mit 2 ml 4 % Ammoniumacetat gewaschen. Die Elution erfolgte fraktionsweise mit
12 x 2 ml Wasser. Anschlielend wurde von jeder Fraktion ein Spektrum von 200 nm bis
500 nm aufgenommen. Die Fraktionen, die bei der jeweils in Tabelle 1 angegebenen
Wellenlange ihr Maximum besal3en, wurden im Anschluss gefriergetrocknet.

Tabelle 1 Zusammenstellung der Absorptionsmaxima und Extinktionskoeffizienten der Hydroxycinnamoyl-CoA
Ester (Stockigt und Zenk 1975; Zenk 1979)

Absorptionsmaximum Extinktionskoeffizient
CoA Ester

bei A [nm] € x 106 [cm? mol?]
Feruloyl-CoA 346 19
Sinapoyl-CoA 349 18
4-Cumaroyl-CoA 333 21

7.1 Berechnung und Einstellung der Konzentration
Nach der Gefriertrocknung wurden die Fraktionen in 50 ul demineralisiertem Wasser gelost.
Die Proben wurden verdiinnt und anschlieRend photometrisch bei ihren Absorptionsmaxima

(Tabelle 1) in Quarzkiivetten vermessen.

Die Konzentration des Substrats errechnet sich nach der folgenden Formel [1] mit den

spezifischen Extinktionskoeffizienten aus Tabelle 1.

Absorption*Verdinnungsfaktor (Vf) mmol

[1]

- spezifischer Extinktionskoeffizient (g) " Riicklésevolumen (uh

Es wurden jeweils Konzentrationen von 10 mM eingestellt und die synthetisierten Substrate

entsprechend aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
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8. Expression rekombinanter Proteine

8.1 E.coli SoluBL21

Die bakterielle Expression heterologer Gene erfolgte mit transformierten E. coli SoluBL21
Zellen. Zunachst wurden Ubernachtkulturen (4 ml LB Medium mit 20 ul einer 20 mg ml?
Ampicillin Stammldsung) der gewiinschten Dauerkultur angelegt. Am néchsten Tag wurden
2 ml der Ubernachtkultur in 100 ml TB Medium (mit 500 pl einer 20 mg ml* Ampicillin
Stammldsung) uberfiihrt. Die frisch angeimpfte Zellsuspension wurde im Schuttler bei 37 °C
und 220 UpM kultiviert. In regelmaRigen Abstanden wurde die ODego photometrisch bestimmit.
Bei einer ODsw von 0,6 wurde die Kultur durch die Zugabe von 100 ul IPTG
(1 M Stammldsung) zur Expression angeregt und tber Nacht bei 25 °C und 180 UpM inkubiert.

8.1.1 Zellernte

Zur Abtrennung der Zellen vom Medium wurde die Bakterienkultur bei 4 °C und 3000 x g fur
10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Nassgewicht der Zellen notiert.
Anschlielend wurden die geernteten Zellen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
weiteren Verarbeitung, jedoch fiir mindestens eine Stunde, bei -80 °C zwischengelagert.

8.1.2 Zellaufschluss und Isolierung des gewinschten Zielproteins

Die zuvor geernteten Zellen wurden in 4 ml 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 8,0) pro Gramm
Bakteriengewicht resuspendiert. Anschlie3end wurde dem Ansatz eine Spatelspitze Lysozym
(ca. 1 mg ml'Y) zugegeben und fir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
mit dem Ultraschallhomogenisator im Pulsiermodus (30 s mit 100 % Amplitude, 30 s pausieren;
4 Durchgange) aufgeschlossen. Um einer zu starken Warmeentwicklung entgegen zu wirken,
wurden Zellen und Puffer wahrend des Zellaufschlusses mit Eis gekihlt. AnschlielBend wurde
das Homogenat bei 4 °C und 10000 x g fur 10 min zentrifugiert. Der gewonnene zellfreie
Rohextrakt wurde aliquotiert (fiir enzymatische Aktivitatstests, SDS-PAGE sowie Western
Blot) und bis zur His-Tag-Aufreinigung tber die Nickel-NTA-Saulen (Material und Methoden,
Kapitel 9.1) bei -80 °C eingefroren.

8.2 SuperMan5-20 GlycoSwitch® Pichia (Komagataella phaffii)

Nach der Transformation des Hefestamms SuperMan5-20 GlycoSwitch® Pichia mit dem
Zielgen (Material und Methoden, Kapitel 22.5) wurden pro 25 ml BMGY Medium (mit 50 ug ml*
Zeocin) ein Klon von der Festmediumplatte gepickt und bei 230 UpM und 30 °C fiir mindestens
48 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension im Ausschwingrotor bei
500 x g und 4 °C abzentrifugiert und in 5 ml BMMY Medium resuspendiert. Jeweils 1 ml der
Zellsuspension wurde auf 5x 1 Liter Erlenmeyerkolben mit je 200 ml BMMY Medium
(50 ug mlt Zeocin) verteilt. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 230 UpM und 30 °C im
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Brutschrank geschittelt. Am nachsten und den darauffolgenden Tagen wurden in jeden
Kolben zusatzliche 1,5 % Methanol (v/v) zugegeben. Die Expression wurde fur 5 Tage

angesetzt.

8.2.1 Ernte von Zellen und Medium

Die Kulturen wurden im Ausschwingrotor bei 3900 x g und 4 °C fur 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand (Medium) wurde gesammelt und die Zellen gesondert mit flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C zwischengelagert. Fir die weitere Analyse des
Expressionsmediums wurde das gesamte Volumen (1 Liter) mittels Nickel-NTA-
Chromatographie (Material und Methoden, Kapitel 9.2) aufgereinigt.

8.2.2 Zellaufschluss der Pichia-Zellen

Fur den Zellaufschluss wurde das Pellet in 2 ml 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 pro
Gramm Zellen resuspendiert. AnschlieBend wurden 1,5 ml der Suspension mit 2,5 g mit Saure
gewaschenen Glasperlen (~0.5 mm @) vermischt. Der Aufschluss der Zellen wurde im Minilys
Benchtop homogenizer bei 4000 UpM fir 30 s mit drei Wiederholungen durchgefiihrt.
Zwischen den einzelnen Aufschlusszyklen erfolgte eine Pause auf Eis von 30 s. Nach dem
Aufschluss wurden die Minilys Aufschlussgefaflie bis zum Absetzen der Glasperlen auf Eis
zwischengelagert. Nachdem vorsichtig der Uberstand der Suspension abpipettiert wurde,
wurde diese 13000 x g fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Gefal3 Uberfuhrt und bis zur weiteren Analytik (SDS-PAGE und Western Blot) bei -80 °C
gelagert.

8.3 Physcomitrium patens

8.3.1 Vorkultur

Fur die Expression rekombinanter Proteine wurden stabile Transformanten ausgewahlt
(Material und Methoden, Kapitel 23.5). Zu Beginn wurde jeweils ein Transformant in 50 ml
BCD Medium uberfuhrt und mittels Dispergierstab fir mindestens 2 Minuten auf hdchster Stufe
zerkleinert. Anschlielend wurden die Kulturen bei 110 UpM auf einem Rundschuttler far
14 Tage bei 24 °C wachsen gelassen. Nachdem sich die Pflanzenzellen deutlich vermehrt
hatten, wurden diese in ein steriles 50 ml Reaktionsgefald Uberfihrt und mit dem

Dispergierstab erneut zerkleinert.

8.3.2 Hauptkultur
Fur die Haupt-Expressionskultur wurde die zerkleinerte Zellsuspension gleichmaRig auf zwei
1 Liter Kolben mit 200 ml BCD Medium verteilt. Die Kulturen wurden bei 110 UpM auf einem
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Rundschttler fur 14 Tage im Dauerlicht bei 24 °C geschuttelt. Eine Induktion der Expression

ist bei P. patens nicht notwendig.

8.3.3 Zellernte und Gewinnung des Rohextrakts
Nach Ablauf der Inkubationszeit von 14 Tagen wurde das Zellmaterial mit Hilfe einer
Saugflasche abfiltriert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.

Fur die Gewinnung des Rohextraktes wurde das Zellmaterial in einen Mdrser tberfihrt und
mit flussigem Stickstoff zu einem feinen Pulver zerkleinert. Danach wurde die Probe in ein
ausreichend groRes Gefald eingewogen und mit 4 ml Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 pro Gramm
Pulver versetzt. Der Reaktionsansatz wurde gut durchmischt und fur 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde die Probe bei 10000 x g fir 20 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfihrt. Das gewilnschte Zielprotein wurde im
Anschluss mittels Nickel-NTA Chromatographie aufgereinigt (Material und Methoden,
Kapitel 9.1)

9. Reinigung mit His-tag versehener Proteine Uuber eine Nickel-
Nitriloessigsaure-Matrix (Ni-NTA)
9.1 Aufreinigung Uber Tropfsaulen

Vorbereitung der Chromatographie Saulen

Fur die Aufreinigung wurde die Ni-NTA-Suspension aufgeschiittelt und 1 ml in eine leere Saule
gegeben. Nach dem Auslassen der Flussigkeit wurde das Saulenmaterial dreimal mit Wasser

gespult.

Aufreinigung His-Tag-gekoppelter Proteine

Zunachst wurden die Saulen mit 1 ml His-Tag Bindepuffer aqulibriert. Danach wurde der
Proteinrohextrakt mit Imidazol und NaCl auf dieselbe Konzentration des Ni-NTA Bindepuffers
eingestellt und auf die verschlossene Saule aufgetragen. Die auslaufsicher verschlossenen
Saulen wurden in eine Schicht Eis eingegraben und fur 60 min auf einem Wippschiittler
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Saule gedffnet und die Durchflussfraktion
(Fraktion D) aufgefangen. AnschlieRend wurde die S&ule dreimal mit je 2 ml Waschpuffer
gewaschen. Die Waschfraktionen (W 1-3) wurden ebenfalls fir spatere Analysen aufgefangen.
Die Elution des Zielproteins erfolgte durch die Zugabe von dreimal je 1 ml Elutionspuffer. Die
Elutionsfraktionen (E 1-3) wurden nach der Abnahme von jeweils 100 pl vereinigt und entsalzt
(siehe Material und Methoden, Kapitel 9.3).
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9.2 Aufreinigung Uber das automatisierte AKTA™ System

Das AKTA™ pure System von GE Healthcare ist ein automatisiertes Fliissigchromatographie-
System zur Proteinisolierung und -aufreinigung. Mit Hilfe dieser Anlage und speziellen
Affinitatssdulen konnen unter anderem grofe Volumina an Expressionskulturen ohne
groReren Aufwand aufgereinigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses System
ausschlielich fur die Aufreinigung His-Tag-gekoppelter Proteine aus der Glycoswitch
Hefeexpression (Material und Methoden, Kapitel 8.2) verwendet.

Vorbereitung des Hefe-Kulturmediums

Vor dem Auftragen des Mediums (Material und Methoden, Kapitel 8.3.3) Uber das
Pumpensystem der AKTA™ pure auf die Saule ROTI®Garose-His/Ni HP Kartusche wurde es
hierfur entsprechend aufbereitet. Nach dem Auftauen des Mediums wurde diesem 10 mM
Imidazol und 300 mM NacCl zugefiigt. AnschlieBend wurde das Medium bei 10000 x g fur

10 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand durch einen 0,2 um Filter filtriert.

Aufreinigungsprotokoll

Die einzelnen Schritte der Metallchelatchromatographie fanden automatisiert nach dem

folgenden Protokoll statt.

Schritt Bedingungen Puffer
50 mM NaH2PO4
. 5 Séaulenvolumen (25 ml) 300 mM NacCl
Aquilibrierung _ _
Flussrate: 5 ml min? 10 mM Imidazol
pH 8,0
210 Saulenvolumen (1 Liter)
Probenauftrag _
Flussrate: 5 ml min?
50 mM NaH:PO4
25 Saulenvolumen (125 ml) 300 mM NaCl
Waschen _ ,
Flussrate: 5 ml min 20 mM Imidazol
pH 8,0
50 mM NaH:PO4
6 Saulenvolumen (30 ml)
_ o 300 mM NacCl
Elution Fraktionierung: 2 ml _
_ 250 mM Imidazol
Flussrate: 5 ml min?
pH 8,0
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Nach Ende des Programms wurde die Saule gereinigt und bei 4 °C gelagert.

Flussrate: 5 ml min*?
_ _ A. dem.
Laufzeit: 10 min

o Flussrate: 5 ml min?
Saulenreinigung _ ' 0,5 M NaOH
Laufzeit: 30 min

Flussrate: 5 ml min?
_ , A. dem.
Laufzeit: 10 min

Saulenlagerung Flussrate: 5 ml min 30 % (v/v) Ethanol

9.3 PD-10 Chromatographie zur Proteinentsalzung

Nach der Aufreinigung His-Tag-gekoppelter Proteine wurden die Elutionsfraktionen vereinigt
und Uber die PD-10 Séaulen entsalzt. Nach dem Spilen der Saule mit 25 ml entionisiertem
Wasser wurde die Séaule mit Puffer aquilibriert. Die Wahl des Puffers war abhangig vom
exprimierten Protein. AnschlieRend wurden 2,5 ml der vereinigten Elutionsfraktionen (Material
und Methoden Kapitel 9.1) aufgebracht. Der Durchfluss wurde verworfen. Die Elution erfolgte
danach mit 3,5 ml des proteinspezifischen, optimalen Puffers.

10. Enzymcharakterisierung

10.1 Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL)

In der vorliegenden Arbeit wurde die PAL-Aktivitat sowohl photometrisch, als auch durch die
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt. Ein direkter Vergleich beider
Methoden resultierte in einer deutlich héheren spezifischen PAL-Aktivitat bei photometrischen
Bestimmungen. Aus diesem Grund wurden alle Analysen photometrisch durchgefiihrt. Die
spezifischen Aktivitaten wurden mit der Formel [2] aus Material und Methoden Kapitel 11.1
berechnet. Fur die Enzymtests wurden im Reaktionsansatz Proteingesamtmengen zwischen

1,3 pg und 12,6 pg verwendet.
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10.1.1 Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Werts
Zur Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Werts wurden die spezifischen

Aktivitaten der PAL mit den folgenden Puffersystemen gemessen:

Puffersystem pH-Bereich

0,5 M Tris HCI pH6,0-11,0
0,5 M Borsaure Borax® pH 7,0 - 10,0
0,5 M CAPST pH9,5-11,0
0,5M CHES* pH9,5-11,0

Fur den Testansatz wurden 850 pl der jeweiligen Puffer mit 100 pl Substrat
(0,1 M L-Phenylalanin gel6st in A. dem.) versetzt und im beheizten Photometer bei 38 °C fir
3 min vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 50 pl rekombinant hergestelltem
und aufgereinigtem Enzym gestartet. Die lineare Zunahme der Extinktion wurde kontinuierlich
bei einer Wellenlange von A = 290 nm uber einen Zeitraum von 5 Minuten photometrisch
detektiert. Die Messung erfolgte als Dreifachbestimmung. Die Referenzkiivetten enthielten

anstelle von 50 pl rekombinantem Enzym zuséatzliche 50 ul Puffer.

10.1.2 Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur
Die Bestimmung des Temperaturoptimums erfolgte tber photometrische Endpunktmessung.
Es wurden Inkubationstemperaturen zwischen 15 °C und 90 °C ausgewahilt.

Hierftr wurden 850 ul Puffer (PAL 1: 0,5 M Tris (pH 9,0) und PAL 2: 0,5 M Tris (pH 8,5)) und
100 pl Substrat (0,1 M L-Phenylalanin geldst im Puffer) in 1,5 ml Reaktionsgefal3e pipettiert
und im beheizten Thermoblock fur 5 min vorinkubiert. Anschlie3end wurde die Reaktion im
Thermoblock durch die Zugabe von 50 pl rekombinant hergestelltem und aufgereinigtem
Enzym gestartet. Die Reaktionszeit betrug 5 min. Die enzymatische Umsetzungsreaktion
wurde mit 100 pl einer 6 M HCI Lésung abgestoppt. Danach wurde der Reaktionsansatz in
Acrylkivetten Uberfuhrt und photometrisch bei A = 290 nm gemessen. Fur jede ausgewahlte
Temperatur wurden drei Replikate und eine Referenz erstellt. In die ReferenzgefalRe wurden
erst 100 pl einer 6 M HCI Losung vorgelegt, bevor dem Gefal? 50 pul Enzym hinzugegeben

wurde.

* Die Losungen wurden bis zum gewiinschten pH-Wert miteinander gemischt.
T Die jeweiligen pH-Werte wurden mit HCI eingestellt.

* Die jeweiligen pH-Werte wurden mit NaOH eingestellt.
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10.1.3 Bestimmung der enzymatischen Aktivitat mit L-Histidin

Hierfur wurden 540 pl Puffer (PAL 1: 0,5 M Tris (pH 9,0) und PAL 2: 0,5 M Tris (pH 8,5)), 200 ul
20 mM Glutathion (gel6st im Puffer) und 200 ul L-Histidin (20 mM Stammldsung in Puffer) in
einer Quarzkivette vorgelegt und im Photometer fir 2 min bei 38 °C vorinkubiert.
AnschlieBend wurde die Reaktion im Photometer durch die Zugabe von 50 pl rekombinant
hergestelltem und aufgereinigtem Enzym gestartet. Die lineare Zunahme der Extinktion wurde

kontinuierlich bei einer Wellenlange von A = 277 nm fur 15 min gemessen.

10.1.4 Enzymkinetik
10.1.4.1 L-Phenylalanin

Anhand des ermittelten optimalen Puffersystems wurde fur die Bestimmung der Michaelis-
Menten-Konstante sowie der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit ein 0,5 M Tris HCI-Puffer
(far PAL 1 mit pH 9,0 und fir PAL 2 mit pH 8,5) verwendet. Fir die Bestimmung der kinetischen
Parameter wurden unterschiedliche L-Phenylalanin-Endkonzentrationen zwischen 4 uM und
5000 puM (gel6st in Puffer) verwendet. Das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes wurde auf
1 ml festgelegt. Puffer und Substrat wurden in einer Acrylkiivette vorgelegt und im Photometer
fir 2 min bei 38 °C vorinkubiert. Die Reaktion wurde im Anschluss durch die Zugabe von 50 pl
rekombinantem und aufgereinigtem Enzym gestartet. Die lineare Zunahme der Extinktion

wurde kontinuierlich bei einer Wellenlange von A = 290 nm fur 5 min gemessen.

10.1.4.2 D-Phenylalanin

Fur die Bestimmung der kinetischen Parameter wurden unterschiedliche D-Phenylalanin-
Konzentrationen zwischen 100 uM und 2000 uM (geldst in Puffer) verwendet. Die Messung
erfolgte wie unter Material und Methoden Punkt 10.1.4.1 beschrieben. Die lineare Zunahme

der Extinktion wurde kontinuierlich bei einer Wellenlange von A = 290 nm fur 15 min gemessen.

10.1.4.3 L-Tyrosin

Fur die Bestimmung der kinetischen Parameter wurden unterschiedliche L-Tyrosin-
Konzentrationen zwischen 200 uM und 6000 uM (geldst in 0,5 M HCI) verwendet. Die Messung
erfolgte wie unter Material und Methoden Kapitel 10.1.4.1 beschrieben. Das zugegebene
Substrat-Gesamtvolumen wurde aufgrund des Losungsmittels (0,5 M HCI) auf maximal 40 pl
festgesetzt. Um zu gewadbhrleisten, dass in jedem Reaktionsansatz dieselbe Menge an
Salzsaure vorliegt, wurden geringere Substratvolumina mit einer 0,5 M HCI L6sung auf das
maximale Volumen aufgeflllt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 50 pl rekombinantem
und aufgereinigtem Enzym gestartet. Die lineare Zunahme der Extinktion wurde kontinuierlich

bei einer Wellenlange von A = 309 nm fur 15 min gemessen.
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10.2 Coniferylalkohol Dehydrogenase (CAD)
Fur die nachfolgend beschriebenen Enzymtests wurden im Reaktionsansatz

Proteingesamtmengen zwischen 3,6 pug und 8,1 ug verwendet.

10.2.1 Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Werts
Zur Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers sowie pH-Werts wurden die spezifischen

Aktivitaten der CAD in den folgenden Puffersystemen gemessen:

Puffersystem pH-Bereich
0,5 M KH2PO4/K,HPO,8 pH5,5-8,5
0,5 M Tris HCI pH 6,0 - 9,0
0,5 M CAPS” pH9,5-11,0
0,5 M CHES'? pH9,5-11,0

Fur den Testansatz wurden jeweils 912,5 pl Puffer mit 12,5 pl Substrat (32 mM
Coniferylalkohol in 20 % Ethanol) und 50 pl Cosubstrat (2 mM NADPY) versetzt und im
beheizten Photometer bei 30 °C fir 3 min vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe
von 25 ul rekombinant hergestelltem und aufgereinigtem Enzym gestartet. Die lineare
Zunahme der Extinktion wurde kontinuierlich bei einer Wellenlange von A = 400 nm Uber einen
Zeitraum von 5 Minuten photometrisch gemessen. Die Messung erfolgte als
Dreifachbestimmung. Die Referenzgefal3e enthielten anstelle von 25 pl rekombinantem
Enzym zusatzliche 25 pl Puffer. Die spezifischen Aktivitaten wurden mit der Formel [2] aus
dem Material und Methoden Kapitel 11.1 berechnet.

10.2.2 Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur

Fur die Bestimmung des Temperaturoptimums wurden Inkubationstemperaturen zwischen
15 °C und 90 °C ausgewahilt.

Hierfir wurden 900 pl Puffer (0,1 M Tris HCI-Puffer pH 8,8) mit 25 pl Substrat (16 mM
Coniferylalkohol in 20 % Ethanol) und 50 pl Cosubstrat (2 mM NADP®) in 1,5 ml
Reaktionsgefalie pipettiert und im beheizten Thermoblock fur 5 min vorinkubiert. Anschlie3end
wurde die Reaktion durch die Zugabe von 25 pl rekombinant exprimiertem und aufgereinigtem
Enzym gestartet. Die Reaktionszeit betrug 5 min und wurde mit 50 pl einer 6 M HCI Losung

abgestoppt. Danach wurde der Reaktionsansatz in Acrylkivetten tUberfihrt und photometrisch

§ Die Losungen wurden bis zum gewiinschten pH-Wert miteinander gemischt.
* Die jeweiligen pH-Werte wurden mit HCI eingestellt.

Tt Die jeweiligen pH-Werte wurden mit NaOH eingestellt.
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bei A = 400 nm gemessen. Fir jede ausgewahlte Temperatur wurden drei Replikate und eine
Referenz erstellt.
10.2.3 Enzymkinetik

10.2.3.1 Coniferylalkohol

Anhand des im Material und Methoden Kapitel 10.2.1 ermittelten optimalen Puffersystems
wurde fir die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante sowie der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit ein 0,1 M Tris HCI-Puffer pH 8,8 verwendet. Es wurden
unterschiedliche Coniferylalkohol-Endkonzentrationen zwischen 25 uM und 1200 puM (geldst
in 20 % Ethanol) verwendet. Aufgrund der inhibierenden Wirkung von Ethanol auf das Enzym
wurde ein maximales Substratvolumen von 25 ul ml? festgelegt. Um zu gewahrleisten, dass
in jedem Reaktionsansatz dasselbe Volumen an Ethanol vorliegt, wurden geringere
Substratvolumina mit 20 % Ethanol auf das maximale Volumen aufgefillt. Die Konzentration
des Cosubstrates NADP* wurde auf 100 uM (geldst in Puffer) festgelegt. Der enzymatische
Aktivitatsnachweis erfolgte tber einen Zeitraum von 10 min bei einer Reaktionstemperatur von
30 °C. Der Ansatz wurde durch die Zugabe des Enzyms gestartet. Die Messung erfolgte als

Dreifachbestimmung.

10.2.3.2 NADP*

Fur die Bestimmung der kinetischen Parameter wurden unterschiedliche
NADP*-Endkonzentrationen zwischen 10 uM und 400 uM (gel6st in Puffer) verwendet. Die
Konzentration des Substrats Coniferylalkohol im Ansatz wurde auf 400 uM festgelegt. Die
Reaktionszeit betrug 10 min bei einer Temperatur von 30 °C.

10.3 Chalkonsynthase (CHS)

Die Bestimmung der Chalkonsynthase-Aktivitat erfolgte nicht Uber die photometrischen
Bestimmungsmethoden, sondern Uber die Bestimmung der gebildeten Produktmenge per
HPLC (Material und Methoden, Kapitel 12). Fur die Enzymtests wurden im Reaktionsansatz
Proteingesamtmengen zwischen 0,8 pg und 2,8 pg verwendet.

10.3.1 Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Werts
Zur Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers sowie pH-Werts wurden die spezifischen

Aktivitdten der CHS in folgenden Puffersystemen gemessen:

Puffersystem pH-Bereich
0,5 M KH,PO4/ K,HPO,/# pH6,0-8,5

+ Die Losungen wurden bis zum gewiinschten pH-Wert miteinander gemischt
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0,5 M Tris HCI pH 6,5 -10,0

Fur den Testansatz wurden jeweils 150 ul Puffer mit 10 pl  4-Cumaroyl-CoA
(1,5 mM Stammldsung geldst in A. dem.) und 15 pl Malonyl-CoA (2 mM Stammlésung gelést
in A. dem.) versetzt und im Thermoblock bei 30 °C fiir 5 min vorinkubiert. Die Reaktion wurde
durch die Zugabe von 25 pl rekombinant exprimiertem und aufgereinigtem Enzym gestartet.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch das Aufheizen der Proben fiir 5 min
auf 100 °C abgestoppt. Die Messung erfolgte als Dreifachbestimmung. Nachdem die Proben
kurz auf Eis zwischengelagert wurden, wurden diese zweimal mit 500 pl Ethylacetat extrahiert
und jeweils fur 5 min bei 13000 x g abzentrifugiert. Die obere Phase wurde in neue Gefalie
pipettiert und das Ethylacetat mittels Vakuumzentrifugation entfernt.

Nach Rucklésen des Rickstands in 100 upl Laufmittel (50 % Methanol mit 0,01 %
Phosphorséure (85 %)) wurden die Proben Uber die HPLC vermessen. Es wurden zwei
Wellenlangen von A = 288 nm (fur Naringenin) und A = 370 nm (fir Naringenin-Chalkon)

vermessen.
Messparameter

Stationare Phase: Equisil ODS-Séule (4 mm g, 250 mm L&énge, 20 mm Vorsaule)
Flussrate: 1,0 ml min?t

Probenvolumen: 20 ul

Laufmittel: 50 % Methanol mit 0,01 % Phosphorsaure

Laufdauer pro Probe: 15 min

Retentionszeit der Produkte: Naringenin: ca. 7,8 min

Naringenin-Chalkon: ca. 10,3 min

10.3.2 Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur

Fur die Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur wurden Inkubationstemperaturen
zwischen 10 °C und 80 °C ausgewahlt. Fur den Testansatz wurde ein 0,5 M Tris/HCI-Puffer
pH 7,7 verwendet. Die Messung erfolgte wie bereits unter Material und Methoden Punkt 10.3.1

beschrieben.

10.3.3 Bestimmung der CHS Aktivitat mit Caffeoyl-CoA als Substrat

Fir den Testansatz wurden jeweils 140 pl 0,5 M Tris/HCI-Puffer pH 7,7 mit 20 pl Caffeoyl-CoA
(0,74 mM Stammldsung geldst in A. dem.) und 15 pl Malonyl-CoA (2 mM Stammldsung gelést
in A. dem.) versetzt und im Thermoblock bei 30 °C fir 5 min vorinkubiert. Die Reaktion wurde

durch die Zugabe von 25 pl rekombinant exprimiertem und aufgereinigtem Enzym gestartet.
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch das Aufheizen der Proben fiir 5 min

auf 100 °C abgestoppt. Die Messung erfolgte als Dreifachbestimmung.

Nachdem die Proben kurz auf Eis zwischengelagert wurden, wurden diese zweimal mit 500 pl
Ethylacetat extrahiert und jeweils fuir 5 min bei 13000 x g zentrifugiert. Die obere Phase wurde

in neue Gefale pipettiert und das Ethylacetat mittels Vakuumzentrifugation entfernt.

Nach Rucklésen des Rickstands in 100 pl Laufmittel (35 % Methanol mit 0,01 %
Phosphorséaure (85 %)) wurden die Proben Uber die HPLC bei einer Wellenlange von
A =288 nm (fur Eriodictyol) vermessen.

Messparameter

Stationare Phase: Equisil ODS-S&ule (4 mm g, 250 mm L&ange, 20 mm Vorsaule)
Flussrate: 1,0 ml min*

Probenvolumen: 20 pl

Laufmittel: 35 % Methanol mit 0,01 % Phosphorsaure

Laufdauer pro Probe: 30 min

Retentionszeit des Produktes: Eriodictyol ca. 22 min

10.3.4 Enzymkinetik

10.3.4.1 4-Cumaroyl-CoA

Fur die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante sowie der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit wurde ein 0,5 M Tris HCI-Puffer pH 7,7 verwendet. Es wurden
unterschiedliche 4-Cumaroyl-CoA-Konzentrationen zwischen 5 pM und 75 pM (gel6st in
demineralisiertem Wasser) verwendet. Die Konzentration von Malonyl-CoA im Ansatz wurde
auf 150 uM festgelegt. Die Reaktionstemperatur betrug 30 °C und die Reaktionszeit 3 min. Die

Messung erfolgte wie bereits unter Material und Methoden Punkt 10.3.1 beschrieben.

10.3.4.2 Malonyl-CoA

Fur die Bestimmung der kinetischen Parameter wurde ein 0,5 M Tris HCI-Puffer pH 7,7
verwendet. Es wurden unterschiedliche Malonyl-Coenzym A-Konzentrationen zwischen 5 pM
und 150 pM (gel6ést in demineralisiertem Wasser) verwendet. Die Konzentration des
4-Cumaroyl-CoA wurde auf 75 uM festgelegt. Die Messung erfolgte wie bereits unter Material
und Methoden Punkt 10.3.1 beschrieben.
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10.4 Cinnamoyl-CoA Reduktase (CCR)

In der vorliegenden Arbeit wurden die kinetischen Parameter der CCR (Material und
Methoden, Kapitel 10.4.5.2) sowohl photometrisch, als auch durch die
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt. Ein direkter Vergleich beider
Methoden resultierte zwar in einer hoheren spezifischen Aktivitat aus HPLC-Bestimmungen,
jedoch in einer schlechteren Trennleistung bei Substratkonzentrationen gré3er als 200 pM.
Diese konnten leider auch nicht durch eine Anpassung des Protokolls und des Laufmittels
behoben werden, woraufhin die weiteren Analysen photometrisch durchgefuihrt wurden. Fur
die Enzymtests wurden im Reaktionsansatz Proteingesamtmengen zwischen 0,3 pg und
9,5 ug verwendet.

10.4.1 Photometrische Bestimmungsmethode

Die CCR-Aktivitat wurde photometrisch bei einer Wellenlange von A = 366 nm in Acrylkiivetten
bestimmt. Aufgrund der starken Spektren-Uberlagerung der einzelnen Komponenten im
Reaktionsansatz (siehe Anhang Il, Kapitel 3), wurde die Berechnung der spezifischen Aktivitat
nach der Methode von Lideritz und Grisebach (1981) durchgefiihrt.

10.4.2 Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Werts
Zur Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers sowie pH-Werts wurden die folgenden

Puffersysteme verwendet:

Puffersystem pH-Bereich
0,5 M KH2PO4/ K;HPO,%  pH5,5-8,5
0,04 M Britton Robinson™ pH 6,0 - 9,0

Fur den Testansatz wurden jeweils 950 ul Puffer mit 20 pl rekombinant exprimierten und
aufgereinigtem Enzym und 20 pl Cosubstrat (5 mM NADPH- gel6st in A. dem.) versetzt und
im beheizten Photometer bei 30 °C fir 5 min vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von 10 pl 4-Cumaroyl-CoA (10 mM Stammldsung) gestartet. Die lineare Abnahme der
Extinktion wurde kontinuierlich bei A = 366 nm Uber einen Zeitraum von 15 Minuten
photometrisch detektiert. Die Messung erfolgte als Dreifachbestimmung. Die Referenzgefal3e

enthielten anstelle von 20 pl rekombinantem Enzym zusatzliche 20 pl Puffer.

88 Die Losungen wurden bis zum gewiinschten pH-Wert miteinander gemischt.

™ Der pH-Wert wurde mit NaOH eingestellt.
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10.4.3 Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur

Die Bestimmung des Temperaturoptimums erfolgte Uber die photometrische Echtzeitmessung
mit Temperierung durch ein Peltierelement (siehe Material und Methoden Kapitel 11). Da die
Berechnung der spezifischen Aktivitat nach der Methode von Lideritz und Grisebach (1981)
erfolgte, wurden fur die nachfolgenden enzymatischen Charakterisierungen ein 100 mM
Natrium-Kaliumphosphat-Puffer (100 mM Na;HPO4 und 100 mM KH;PO. Ldsung gemischt
zum gewtinschten pH-Wert von 6,25) aquivalent zur Publikation gewahlt.

Fir den Testansatz wurden jeweils 950 pl Puffer mit 5 pl 4-Cumaroyl-CoA
(5 mM Stammldsung geldst in A. dem.) und 20 pl Cosubstrat (5 MM NADPH: gel6st in A. dem.)
versetzt und bei den jeweiligen Temperaturen bis zum Erreichen der Messtemperatur
vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 20 ul rekombinant exprimiertem und
aufgereinigtem Enzym gestartet. Es wurden Inkubationstemperaturen zwischen 10 °C und
55 °C gewabhlt.

Die lineare Abnahme der Extinktion wurde kontinuierlich bei A = 366 nm Uber einen Zeitraum
von 2 Minuten photometrisch detektiert. Die Messung erfolgte als Dreifachbestimmung. Die

Referenzgefalie enthielten anstelle von 20 ul rekombinantem Enzym zusatzliche 20 pl Puffer.

10.4.4 Vergleich unterschiedlicher Hydroxycinnamoyl-CoA Thioester

Fur den Testansatz wurden jeweils 950 pl Puffer mit 4-Cumaroyl-CoA oder Caffeoyl-CoA
(50 uM im Ansatz) versetzt mit 20 ul Cosubstrat (5 mM NADPH; gel6st in A. dem.) versetzt
und bei 30 °C fur 5 min vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 20 pl
rekombinant exprimiertem und aufgereinigtem Enzym gestartet. Die lineare Abnahme der
Extinktion wurde kontinuierlich bei A =366 nm Uber einen Zeitraum von 15 Minuten
photometrisch detektiert. Die Messung erfolgte als Dreifachbestimmung. Die Referenzgefal3e

enthielten anstelle von 20 ul rekombinantem Enzym zusatzliche 20 ul Puffer.

10.4.5 Enzymkinetik

10.45.1 Feruloyl-CoA mit NADPH: als Cosubstrat

Fur die Bestimmung der kinetischen Parameter wurden unterschiedliche Feruloyl-CoA-
Konzentrationen zwischen 5 pM und 40 uM verwendet. Die Konzentration des Cosubstrates
NADPH: im Ansatz wurde auf 100 uM festgelegt. Die Reaktionstemperatur betrug 30 °C und
das Gesamtvolumen 1 ml. Die lineare Abnahme der Extinktion wurde kontinuierlich bei
A =366 nm in Acrylkivetten Uber einen Zeitraum von 10 Minuten photometrisch detektiert. Die
Messung erfolgte als Dreifachbestimmung. Die Referenzgefal3e enthielten anstelle des

Enzyms die dquivalente Menge an Puffer.
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10.4.5.2 Feruloyl-CoA mit NADH: als Cosubstrat
Fur die Bestimmung der kinetischen Parameter wurden unterschiedliche Feruloyl-CoA-
Konzentrationen zwischen 2,5 puM und 150 puM verwendet. Die Konzentration des

Cosubstrates NADH: im Ansatz wurde auf 100 uM festgelegt.

10.4.5.3 Variation von NADPH2 mit Feruloyl-CoA

Fur die Messungen wurden unterschiedliche NADPH2-Konzentrationen zwischen 5 pM und
150 uM verwendet. Die Konzentration an Feruloyl-CoA im Ansatz wurde auf 25 pM festgelegt.
Die Messungen erfolgten wie bereits unter Material und Methoden Punkt 10.4.5.1 und

beschrieben.

10.4.5.4 Variation von NADH2 mit Feruloyl-CoA
Fur die Messungen wurden unterschiedliche NADHz-Konzentrationen zwischen 5 uM und
150 uM verwendet. Die Konzentration an Feruloyl-CoA im Ansatz wurde auf 50 uM festgelegt.

Die Messungen erfolgten wie bereits unter Material und Methoden Punkt 10.4.5.1 beschrieben.

10.455 Sinapoyl-CoA mit NADPH: als Cosubstrat

Fur die Bestimmung der kinetischen Parameter wurden unterschiedliche Sinapoyl-CoA-
Konzentrationen zwischen 2,5 uM und 65 pM verwendet. Die Konzentration des Cosubstrates
NADPH:; im Ansatz wurde auf 100 uM festgelegt. Die Messungen erfolgten wie bereits unter
Material und Methoden Punkt 10.4.5.1 beschrieben.

10.5 Peroxidase

Fur den Nachweis der Peroxidaseaktivitat wurden 15 pl rekombinant hergestelltes Protein mit
400 pul Substratlésung (0,4 mM ABTS in 0,1 M KH2PO4 pH 5,0 mit 0,01 % H,0.) versetzt. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe des Enzyms gestartet. Die Inkubationszeit betrug maximal
15 min. Die enzymatische Umsetzung konnte als dunkelgrine Farbung direkt optisch
wahrgenommen werden. Als Positivkontrolle wurde die Reaktion mit einer kommerziellen

Peroxidase isoliert aus Meerrettich durchgefihrt.
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C. Analytische Methoden

11. Photometrische Bestimmungsmethoden
Fur die photometrische Aktivitatsbestimmung wurden zwei verschiedene Methoden

angewendet.

Echtzeitmessung

Fur die Bestimmung der kinetischen Parameter, sowie des pH- und Pufferoptimums wurde
eine automatisierte und kontinuierliche Messung Uber einen festgelegten Zeitraum

durchgefuhrt.

Endpunktmessung
Mit Ausnahme des Enzyms CCR (siehe Material und Methoden Kapitel 10.4.3), erfolgte die

Bestimmung des Temperaturoptimums (ber die photometrische Endpunktmessung. Bei
dieser Methode wurde die enzymatische Reaktion in einem temperierbaren Thermoblock
durchgefuhrt und nach Ablauf der Reaktionszeit durch die Zugabe von S&ure zuné&chst
abgestoppt. AnschlielBend wurden die Proben gegen eine Referenz photometrisch bei einer
festgelegten Wellenlange gemessen. In das Referenzgefdl3 wurde zuerst die Salzsaure
hinzugegeben und anschlieRend das Enzym.

11.1 Berechnung der spezifischen Enzymaktivitat
Fur die Berechnung der enzymatischen Aktivitat wurde als Ausgangswert die lineare Steigung
der Extinktionszu- oder abnahme pro Sekunde eingesetzt. Die spezifische Aktivitat

(in pkat kg') wurde mit der nachfolgenden Formel [2] berechnet:

mol) _ AE*(umol)*V(cm?) 2]

spezifische Aktivitat (Ll
sxkg

o (s)*Proteinmenge (kg)*d(cm)+g (cm?)

AE Steigung der Extinktionszu- oder abnahme pro Reaktionszeit (s™)
\% Gesamtvolumen des Testansatzes (1 ml = 1 cm?)
d Schichtdicke der Kivette (cm)

cProt  Proteinmenge im Testansatz (kg)

e Extinktionskoeffizient (cm? umol™)
t-Zimtsaure: 10 cm? umol™ bei A = 290 nm
4-Cumarsaure: 12 cm? pmol? bei A = 309 nm
Coniferaldehyd: 21 cm? pmol? bei A = 400 nm
Urocaninsaure: 10 cm? umol™ bei A = 277 nm
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11.2 Reinheits- und Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA
Die Bestimmung der RNA- und DNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei einer
Wellenlange von A = 260 nm. Hierflr wurde die Probe mit RNAse freiem Wasser im Verhaltnis

1:50 verdiinnt und photometrisch gemessen.

Die Konzentration berechnet sich wie folgt:

€= 0Dygo*V*F (3]

V = Verdlunnungsfaktor
Der Multiplikationsfaktor (F) fir RNA betragt 40.
Der Multiplikationsfaktor (F) fiir DNA betragt 50.

Zur Bestimmung der Reinheit wurde der Quotient aus den gemessenen Absorptionen bei
260 nm und 280 nm ermittelt [4]. Er sollte bei 1,8 bis 2,0 liegen.

Reinheit DNA/RNA = 5250 [4]
E280

12. Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Flussigkeitschromatographie (LC) bildet eine der wichtigsten analytischen
Trennmethoden. Die HPLC arbeitet mit speziellen Saulen, die unter Hochdruck (MPa Bereich)
kleinste Substanzmengen innerhalb weniger Minuten mit einer sehr hohen Leistung

voneinander trennen konnen.

Bei der HPLC befindet sich das Probengemisch zwischen zwei Phasen, der mobilen und der
stationéaren Phase. Die stationdre Phase beschreibt die Saule, die mit kleinen Teilchen fester,
poréser und oberflachenaktiver Materialien gepackt ist. Die mobile Phase dagegen ist eine
Flussigkeit, das sogenannte Laufmittel. Die mobile Phase wird mit Hilfe der Pumpen durch die
Saule befordert. Die chromatographische Trennung beruht auf dem Prinzip der Verteilung.
Substanzkomponenten die ein intensiveres Bindungsvermdgen zu den Oberflachengruppen
der stationdren Phase besitzen, eluieren langsamer als jene, deren Bindung starker zur
mobilen Phase ist. Die Auftrennungen werden in einem Chromatogramm dargestellt. In der
Regel wird die Intensitat der UV-Absorption gegen die Zeit aufgetragen. Wird eine
Kalibriergerade mit bekannten Produktkonzentrationen tiber die HPLC aufgetrennt, so ist diese

proportional zur Peakflache (Gey 2008).

41



MATERIAL UND METHODEN — ANALYTISCHE METHODEN

Durchfiihrung
Nach Abstoppen der jeweiligen Enzymreaktion wurden die Proben zweimal mit 500 pl

Ethylacetat extrahiert und jeweils fiir 5 min bei 13000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in neue Gefalle pipettiert und das Ethylacetat mittels Vakuumzentrifugation verdampft. Danach
wurden die Proben in 100 pl Laufmittel riickgel6st und in spezielle ProbengefalRe tUberfihrt.

AnschlieRend wurden die Proben tber die HPLC vermessen.

Messparameter

Stationare Phase: Equisil ODS-S&ule (4 mm g, 250 mm L&ange, 20 mm Vorsaule)
Flussrate: 1,0 ml min?t

Probenvolumen: 20 pl

Laufmittel: variabel

Laufzeit pro Probe: variabel

12.1 Bestimmung der spezifischen Aktivitdt der Chalkonsynthase (CHS)
mittels HPLC

Fur die Bestimmung der spezifischen Aktivitdt der Chalkonsynthase wurde zunachst eine
Kalibriergerade der erwarteten Reaktionsprodukte mit der HPLC erstellt (siehe Anhang II,
Kapitel 2). Durch die Reaktion der Chalkonsynthase entsteht zunachst das instabile Produkt
Naringenin-Chalkon. Dieses reagiert entweder spontan oder enzymatisch durch die
Chalkonisomerase zu Naringenin. Beide Chemikalien wurden zur Bestimmung der
Elutionszeiten in verschiedenen Konzentrationen zwischen 0,1 uM und 5 pM Uber HPLC
vermessen. Das Naringenin wird bei einer Wellenlange von A = 288 nm, das Naringenin-
Chalkon bei einer Wellenlange von A =370 nm detektiert. Durch die Auftragung der
entstandenen Peakflachen im Verhdltnis zu den Konzentrationen des jeweiligen Produktes
wurde eine Kalibriergerade erstellt. Durch eine lineare Regression und eine Bestimmung der
Steigung der Geraden wurde anschlie3end die Stoffmenge an Naringenin im Reaktionsansatz

rechnerisch ermittelt.

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitdt anhand der Produktkonzentration errechnet sich

aus der Formel [5]:

. - 1 Stoff 1
spezifische Aktivitat (nmo) toffmenge (nmol)

rges) [5]

o Proteinmenge (kg) * Reaktionszeit (s)
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D. Molekularbiologische Methoden

13. RNA-Extraktion

Die Extraktion von RNA erfolgte im Wesentlichen nach Chomczynski und Sacchi (1987). Das
Ausgangsmaterial wurde mit flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver gemdérsert. Dann
wurden 100 mg feines Pulver in ein 2 ml Reaktionsgefal’ eingewogen und mit 500 pl Lésung
D bei Raumtemperatur fir 5 min inkubiert. Anschlieend wurden zunadchst 50 ul einer 2 M
Natriumacetat-Losung (pH 4) und 500 pl Phenol (Citratpuffer-gesattigt) hinzugegeben und der
Ansatz vorsichtig geschwenkt. Danach wurde dem Ansatz 100 pl eisgekihltes Chloroform
zugegeben und die Reaktionsgefal3e fur 10 s kraftig gemischt. Nach Inkubation der Proben fir
15 Minuten auf Eis wurde die Mischung bei 12000 x g fur 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiert.
AnschlieBend wurden 400 pl des wassrigen Uberstandes in ein neues GefaR tberfihrt und
mit 400 pl eiskaltem Isopropanol versetzt. Die Proben wurden fir die RNA-Fallung bei -20 °C
fir 15 min inkubiert und erneut bei 10000 x g fur 10 Minuten und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet zuerst mit 70 % Ethanol und anschlieRend mit 96 %
Ethanol gewaschen. Die Proben wurden zwischen den Waschschritten jeweils bei 7500 x g
fir 5 min und 4 °C zentrifugiert und die Uberstande jeweils verworfen. Das Pellet wurde bei
37 °C im Trockenschrank getrocknet und anschlieRend in 50 ul sterilem Wasser gelost.

14. cDNA-Synthese
Fur die cDNA-Synthese wurde der gScript cDNA Super Mix verwendet.

Der Ansatz fir die cDNA-Synthese setzte sich aus den folgenden Komponenten zusammen:

Komponente Volumen

gScript Supermix (5x) 4,0 ul
RNA 5,0 pl
RNAse-freies Wasser 11,0
Gesamtvolumen 20,0 ul

Die Proben wurden bei 25 °C fir 5 min, bei 42 °C fur 30 min und bei 85 °C fur 5 min inkubiert.

Nach Ablauf der Synthese wurden die Proben bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert.

15. DNA-Isolierung

Die Zusammensetzungen der in diesem Kapitel verwendeten Puffer sind im Anhang I,
Kapitel 24.7 verzeichnet (Rogers und Bendich 1985).

Das Ausgangsmaterial wurde zunéchst mit fliissigem Stickstoff versetzt und zu einem feinen
Pulver gemdrsert. Anschlielend wurden 200 mg Pulver in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf

eingewogen und mit 300 pl auf 65 °C vorgewarmtem 2x CTAB-Puffer versetzt. Danach wurden
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die Proben fir 30 min bei 65 °C inkubiert und zwischenzeitig kraftig gemischt. Nach dem
Abklhlen der Proben auf Eis (15 min) wurden dem Reaktionsansatz 300 pl Chloroform
zugegeben und wiederum gemischt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 5 min bei 13000 x g
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal tiberfuihrt. Nach Zugabe
von 30 pl 10x CTAB-Puffer und 300 pl Chloroform wurde der Ansatz erneut gemischt und unter
den oben genannten Bedingungen zentrifugiert. AnschlieRend wurden 250 pl des wassrigen
Uberstandes in ein neues Reaktionsgefal tberfuihrt und mit 250 ul CTAB-Prazipitationspuffer
versetzt. Die Proben wurden fiir 10 min bei 13000 x g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig
entfernt. Das diinne Sediment wurde anschlie3end in 200 ul High Salt TE-Puffer geldst. Nach
Zugabe von 400 pl Ethanol (p.a. 99 %) zu den Proben wurden diese fir 15 min bei -20 °C
inkubiert. Danach wurden die Ansatze fir 15 min bei 13000 x g zentrifugiert und das Sediment
mit 70 % Ethanol gewaschen. Nachdem das Pellet an der Luft getrocknet war, wurde dieses
mit 50 pl TE Puffer und 0,5 pl RNAse A (Stammlésung 100 pg ml?) geldst und fur 15 min bei
37 °C inkubiert.

16. Polymerasekettenreaktion

16.1 Klassische PCR

16.1.1 GoTag Polymerase

Fur die Standard PCR wurde die GoTaq DNA-Polymerase verwendet. Diese Polymerase
besitzt keine Korrekturlese- und keine Heil3start-Funktion, jedoch eine héhere und robustere

Amplifikationsausbeute.

Die PCR-Ansatze setzten sich wie folgt zusammen:

Komponente Volumen

DNA oder cDNA 1,0 pl
5x GoTaq Puffer 5,0 ul
MgCl (25 mM) 3,0 ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
Vorwartsprimer (10 nmol plt) 0,5 pl
Ruckwartsprimer (10 nmol pl?) 0,5 pl
GoTaq Polymerase (5 u pl?) 0,1 ul
RNAse-freies Wasser 14,4 ul
Gesamtvolumen 25,0 ul
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Die PCR verlief nach dem folgenden Protokoll:

Initiale Denaturierung: 95 °C fur 3 min

Denaturierung: 95°Cflr30s

Annealing: Tm-5°Cfur30s 40 Zyklen
Elongation: 72 °C fur 2 min

Finale Elongation: 72 °C fur 10 min

16.2 PCR mit korrekturaktiven Polymerasen
16.2.1 Accuprime® DNA Polymerase

Fur diese PCR wurde die Accuprime® Polymerase verwendet. Diese Polymerase zeichnet sich
durch ihre hohe Genauigkeit und integrierte Heil3start-Modifikation aus. Im Vergleich zur Tag-

Polymerase arbeitet die Accuprime um das Neunfache zuverlassiger.

Die PCR-Ansatze setzten sich wie folgt zusammen:

Komponente Volumen
DNA oder cDNA 1,0 pl
10x Accuprime Puffer Nr. 1 2,5ul
Vorwartsprimer (10 nmol pl?) 0,5 ul
Rickwartsprimer (10 nmol plt) 0,5 ul
Accuprime Polymerase (5 u pl?) 0,1 ul
RNAse-freies Wasser 20,4 ul
Gesamtvolumen 25,0 ul

Die PCR verlief nach dem folgenden Protokoll:

Initiale Denaturierung: 94 °C fur 90 s

Denaturierung: 94°C fur 30 s

Annealing: Tm-5°Cfur30s 40 Zyklen
Elongation: 68 °C fir 3 min

Finale Elongation: 68 °C fur 3 min

45



MATERIAL UND METHODEN — MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

16.2.2 KOD® DNA-Polymerase

Fir die PCR wurde die KOD® Polymerase verwendet. Diese Polymerase zeichnet sich durch
ihre hohe Genauigkeit und eine doppelte Geschwindigkeit im Vergleich zur Tag-Polymerase
aus. Darlber hinaus besitzt die Polymerase eine 3‘—5° Exonuclease-abhangige
Korrekturlesefunktion.

Die PCR Ansatze setzten sich wie folgt zusammen:

Komponente Volumen

DNA oder cDNA 1,00 pl
10x KOD Puffer 2,50 ul
MgSOs (25 mM) 1,50 pl
dNTPs (10 mM) 2,50 pl
Vorwartsprimer (10 nmol plt) 0,75 ul
Ruckwartsprimer (10 nmol plt) 0,75 ul
KOD Polymerase (2,5 u pl?) 0,50 pl
RNAse-freies Wasser 15,50 pl
Gesamtvolumen 25,00 pl

Die PCR verlief nach dem folgenden Protokoll:

Initiale Denaturierung: 95 °C fur 2 min

Denaturierung: 95°Cfur20s

Annealing: Tm-5°Cflirl0s 40 Zyklen
Elongation: 72 °C fur 1 min

0 10 °C

16.3 RACE Polymerasekettenreaktion
Die 5'- und 3'-rapid amplification of cDNA ends (RACE) PCR wurde mit dem SMARTer® RACE
573‘-Kit durchgefiihrt. Die Herstellung der benotigten Ausgangsmaterialien (modifizierte

cDNA) lehnten sich an die Angaben des Herstellers an.

cDNA Synthese
Fir die Synthese der 5- und 3"-RACE cDNA wurden folgende Ansétze pipettiert und im

Anschluss fir 3 min bei 72 °C, gefolgt von 2 min bei 42 °C im Thermocycler inkubiert.
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5-RACE 3-RACE

5,0 ul RNA 5,0 ul RNA

1,0 ul 5°-CDS Primer A 1,0 pl 3°-CDS Primer A
5,0 ul H0 5,0 pl H20

Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurden die Ansétze kurz in der Tischzentrifuge bei
13000 x g fur 10 s zentrifugiert. AnschlieRend wurden den Reaktionsansétzen die folgenden

Komponenten zugefugt:

Komponente Volumen
SMARTer Il A Oligonukleotide 1,0
(nur bei 5*-RACE cDNA Synthese)

5x First Strand Puffer 4,0 ul
DTT (100 mM) 0,5ul
dNTPs (20 mM) 1,0 ul
RNAse Inhibitor (40 U mi?) 0,5 pl
Reverse Transkriptase 2,0
Gesamtvolumen 9,0 ul

Die Reaktionsgefalie wurden anschlieRend zuerst fiir 90 min bei 42 °C und danach fir 10 min
bei 70 °C inkubiert.

Die PCR Ansétze setzten sich wie folgt zusammen:

Komponente Volumen

cDNA (5"- oder 3"-madifiziert) 1,5l
2x SegAmp Puffer 12,5 ul
10x Universal Primer Mix (UPM) 2,5u
SegAmp Polymerase 0,5 ul
5 oder 3" genspezifische Primer (nmol pl?) 1,0 ul
RNAse-freies Wasser 7,0 ul

Gesamtvolumen 25,0 ul
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Die PCR verlief nach dem folgenden Protokoll:

Initiale Denaturierung: 95 °C fur 3 min

Denaturierung: 95°Cflr30s

Annealing: Tm-5°Cfur30s 40 Zyklen
Elongation: 72 °C fur 2 min

Finale Elongation: 72 °C fur 10 min

16.4 In-Fusion Polymerasekettenreaktion

Fur die In-Fusion PCR werden spezielle Primer bendtigt. Diese enthalten neben einer
Uberlappenden Sequenz des gewilinschten Zielvektors eine passende Restriktionsschnittstelle
und die ersten bzw. letzten 15 Basenpaare des gewiinschten Zielproteins. Fur die erfolgreiche

Durchfiihrung der PCR wurde die Proofreading KOD® Hot Start Polymerase verwendet.

Die PCR Ansétze setzten sich wie folgt zusammen:

Komponente Volumen

cDNA 1,00 ul
10x Puffer 5,00 pl
MgSO:s (25 mM) 3,00 pl
Vorwartsprimer (10 nmol pl?) 0,75 ul
Rickwartsprimer (10 nmol plt) 0,75 ul
KOD Hot Start Polymerase 0,50 ul
dNTPs (10 mM) 0,50 pl
RNAse-freies Wasser 15,50 pl
Gesamtvolumen 25,00 ul

Die PCR verlief nach dem folgenden Protokoll:

Initiale Denaturierung: 95 °C fur 2 min

Denaturierung: 95°Cfur20s

Annealing: Tm-5°Cfirl10s 40 Zyklen
Elongation: 72 °C fur 1,5 min

Finale Elongation: 72 °C fur 5 min
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16.5 Fusions-Polymerasekettenreaktion

Die Fusions-PCR wird fir die in-vitro Entfernung von Intronsequenzen aus genomischen DNA-
Abschnitten oder deren Amplifikaten eingesetzt. Fir jeden codierenden Exon-Abschnitt
werden zwei Primer bendtigt. Der aul3ere Primer enthalt eine Restriktionsschnittstelle,
passend zum gewahlten Expressionsvektor. Der innere Primer besteht jeweils zur Halfte aus
den codierenden Exon-Bereichen, die nachfolgend miteinander verknipft werden sollen (Abb.
12). Die L&nge des Primers sollte mindestens 30 Basenpaare, jedoch nicht mehr als
45 Basenpaare sein.

Im ersten Schritt werden zunachst alle codierenden Exon-Teilabschnitte amplifiziert. Im
zweiten Schritt der Fusions-PCR dienen die amplifizierten Teilsequenzen als
Ausgangsmaterial fur die Synthese der Volllange. Am Ende entsteht eine VolllAngensequenz

ohne nicht-codierende(n) Intronbereich(e).

Erste PCR
5 Exon 1 Intron Exon 2 3
Vorwadrts . . Ruickwaérts
Primer modifizierter modifizierter Primer
Riickwaértsprimer Vorwartsprimer
Zweite PCR
5 Template1 / Produkt 1 3
—) 3
Vorwirts Template 2 / Produkt 2
Primer Riickwirts
Primer
5 3

Finales PCR Produkt/ Sequenz ohne Intron

Abb. 12 Graphische Darstellung der Fusions-Polymerasekettenreaktion. Sie setzt sich aus zwei nacheinander

ablaufenden PCR-Reaktionen zusammen.
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Der PCR-Ansatz fiur den ersten Schritt setzt sich wie folgt zusammen:

Komponente Volumen
gDNA 1,0 pl
10x Puffer 5,0 ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
Vorwartsprimer (10 nmol pl?t) 0,5 pl
Ruckwartsprimer (10 nmol pl?) 0,5 pl
Phusion Polymerase 1,0l
RNAse-freies Wasser 15,0 ul
Gesamtvolumen 25,0 ul

Die PCR verlief nach dem folgenden Protokoll:

Initiale Denaturierung: 95 °C flr 3 min

Denaturierung: 95°Cflr30s

Annealing: Tm-5°Cflir30s 40 Zyklen
Elongation: 72 °C fur 2 min

Finale Elongation: 72 °C fur 5 min

Der PCR-Ansatz fur den zweiten Schritt setzt sich wie folgt zusammen:

Komponente Volumen
PCR Produkte aus Schritt 1 je 1,0 ul
10x Puffer 5,0 ul
dNTPs (10 mM) 0,5ul
Vorwartsprimer (10 nmol pl?) 0,5 ul
Ruckwartsprimer (10 nmol plt) 0,5 ul
Phusion Polymerase 1,0 pl
RNAse-freies Wasser 15,0 ul
Gesamtvolumen 25,0 ul

Das PCR-Protokoll entspricht dem der ersten Reaktion.
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16.6 Kolonie-Polymerasekettenreaktion
Die Kolonie-PCR wird fir den Nachweis der Fremd-DNA in transformierten Hefekolonien

eingesetzt. Hierfur werden direkt Hefekolonien als DNA-Vorlage verwendet.

Ein Klon der transformierten Hefezellen wurde mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers gepickt
und in 100 pl 200 mM Lithiumchlorid mit 1 % SDS suspendiert und fir 5 min bei 70 °C inkubiert.
In diesem Schritt wurden die Zellen zur Freisetzung der DNA lysiert. Fur die DNA-Féallung
wurden 300 pl Ethanol (96 %) hinzugegeben und vorsichtig gemischt. Die Proben wurden fir
3 min bei 13000 x g zentrifugiert und das Pellet in 50 pl Wasser riickgelost. 2 pl der Losung
wurden fir eine Standard-PCR mit der GoTag Polymerase verwendet. Als Positivkontrolle

diente der Vektor mit dem eingefiigten Zielgen.

Komponente Volumen

Lysat der Hefezellen 1,0 pl
5x GoTaq Puffer 5,0 ul
MgClz (25 mM) 3,0 pl
dNTPs (10 mM) 0,5ul
Vorwartsprimer (10 nmol plt) 0,5 ul
Ruckwartsprimer (10 nmol plt) 0,5 ul
GoTaq Polymerase (5 u plt) 0,1 ul
RNAse-freies Wasser 14,4 ul
Gesamtvolumen 25,0 ul

Die PCR verlief nach dem folgenden Protokoll:

Initiale Denaturierung: 95 °C fur 2 min

Denaturierung: 95°Cflr30s

Annealing: 55°Cflr30s 40 Zyklen
Elongation: 72°Cflir90s

Finale Elongation: 72 °C fur 10 min

17. Agarosegelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine Methode, mit deren Hilfe DNA- oder RNA-Fragmente nach ihrer
GroRRe getrennt werden kénnen. Das Gel besteht aus dem Polysaccharid Agarose, welches
aus Meeresalgen gewonnen wird. Agarose selbst ist ein Pulver, das sich nur in heiRem Wasser
bzw. Puffer (TAE; Tris/Essigsaure/EDTA) bis zu einer Konzentration von 5 % (w/v) 16st und im

abgekihlten Zustand ein Gel bildet. Die Gelbildung entsteht durch die Quervernetzung der
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Agarosemolekiile untereinander Uber Wasserstoffbriickenbindungen. Die Konzentration der
Agarose im Puffer richtet sich nach der GréRe der aufzutrennenden Teilchen. Hierbei gilt:
Kleinere Partikel lassen sich besser in einem hdherprozentigen Gel trennen, groRere Partikel

dagegen in einem niedrigprozentigen Gel.

Zur Auftrennung von DNA- oder RNA-Sticken wurde ein 0,7-1 % Agarosegel hergestellt.
Hierflir wurde die entsprechende Menge an Agarose eingewogen und in 100 ml TAE-Puffer
(40 mM Tris mit 20 mM Eisessig und 1 mM Na:EDTA - 2 H.O) aufgekocht. Anschlie3end
wurde die Agarose in den fertig zusammengebauten Gelschlitten gegossen und mit 2 Tropfen
Ethidiumbromidlésung (0,025 % i. d. Tropfflasche) pro 50 ml fliissige Agarose versetzt. Nach
dem Auspolymerisieren des Agarosegels wurde der Gelschlitten in die Elektrophoresekammer
gesetzt und die Kammer mit TAE-Puffer befillt. Zu den 25 pl des PCR Ansatzes wurden 6 pl
Loading Dye (Anhang |, Kapitel 24.6) zugegeben. Nach dem Einpipettieren des
GroRenmarkers und der PCR-Proben in die entsprechenden Geltaschen wurde die
Auftrennung der Proben gestartet. Der Spannung betrug 130 Volt und die Laufzeit 30 min.

17.1 Gelextraktion und Aufreinigung
Nach der Agarosegelelektrophorese wurde das Gel in der Dokumentationskammer betrachtet.
Nach der Aufnahme eines Bildes wurden die gewlinschten DNA-Banden mit Hilfe einer

Skalpellklinge ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf tberfiihrt.

Die Extraktion der gewiinschten DNA-Bande erfolgte nach der Anleitung des NucleoSpin®
Extract Il Kits.

18. Ligation
18.1 pDRIVE Vektor
Fur die Ligation in den pDRIVE Vektor wurde das Qiagen PCR cloning Kit verwendet. Der

Reaktionsansatz setzte sich aus den folgenden Komponenten zusammen:

Komponente Volumen
Ligation Master Mix 2,5ul
pDrive Klonierungsvektor 0,5 ul
Isoliertes PCR Produkt 2,0 u
Gesamtvolumen 5,0 ul

AnschlieBend wurden die Proben tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Zur Inaktivierung der Ligase

wurden die Proben bei 65 °C fur 15 min inkubiert.
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18.2 pET15b Vektor
Fur die Ligation in den pET15b Vektor wurde das T4 DNA-Ligase Kit verwendet. Der

Reaktionsansatz setzte sich aus den folgenden Komponenten zusammen:

Komponente Volumen
T4 DNA Ligase 10x Puffer 1,0
Klonierungsvektor (50 ng) 1,0l
Insert (37,5 ng) 0,5 ul
T4 DNA Ligase (400 u plI?) 0,5 pl
Wasser 7,0 ul
Gesamtvolumen 10,0 pl

AnschlieRend wurden die Proben ber Nacht bei 4 °C inkubiert. Zur Inaktivierung der Ligase

wurden die Proben bei 65 °C fir 10 min inkubiert.

18.3 pRSET C Vektor
Fur die Ligation in den pRSET C Vektor wurde das T4 DNA-Ligase Kit verwendet. Die
Durchfiihrung erfolgte wie in Material und Methoden Kapitel 18.2 beschrieben.

18.4 pPICZa-A Vektor
Fur die Ligation in den pPICZa-A Vektor wurde das T4 DNA-Ligase Kit verwendet. Die

Durchfuihrung erfolgte wie in Material und Methoden Kapitel 18.2 beschrieben.

18.5 In-Fusion Klonierung
Fur die In-Fusion Klonierung wurde das HD Cloning Kit verwendet. Der Klonierungsansatz

setzt sich aus den folgenden Komponenten zusammen:

Komponente Volumen
5x In-Fusion Premix 2,0 ul
Klonierungsvektor (50-100 ng) 2,0 ul
Insert In-Fusion PCR Produkt (50-100 ng) 1,0 pl
Wasser 5,0 ul
Gesamtvolumen 10,0 pl

Anschlielend wurde der Klonierungsansatz fiir 15 min bei 50 °C im Thermoblock inkubiert.

Der Reaktionsansatz war direkt fir die Transformation fertig.
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19. Escherichia coli Bakterienstamme

19.1 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Als Kompetenz beschreibt man die Eigenschaft bzw. Fahigkeit von Zellen, in Lésung
befindliche freie DNA aufnehmen kdnnen. Nur bestimmte Bakterienarten verfligen tber eine
natiirliche Kompetenz, die jedoch streng reguliert ist. Das Darmbakterium E. coli besitzt keine
naturliche Kompetenz. Diese kann unter anderem durch eine Behandlung mit Calciumchlorid

erreicht werden.

Zu Beginn wurden 4 ml LB Medium mit 4 pl Tetrazyklin (12,5 mg pl?) in ein steriles
Reagenzglas pipettiert. Anschlieend wurden ca. 5 pl E. coli EZ Zellen aus einer Glycerin-
Dauerkultur zugegeben und das mit einem Deckel verschlossene Gefald Gber Nacht bei 37 °C

bei 220 UpM in einem Schuttelinkubator inkubiert.

Am nachsten Tag wurden 2 ml der Kultur zu 100 ml LB Medium mit 100 pl Tetracyklin
(12,5 mg plI?) pipettiert und bei 37 °C in dem Schiittelinkubator bei 220 UpM inkubiert. Sobald
die optische Dichte (ODeno) bei A = 600 nm zwischen 0,4 und 0,6 lag, wurde die Kultur bei
3500 x g fur 10 min und 4 °C abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet in 10 ml
100 mM CacCl, (steril) resuspendiert und erneut bei 3500xg fir 10 min und 4 °C
abzentrifugiert. Danach wurde das Pellet erneutin 100 mM CacCl, resuspendiert und fir 20 min
auf Eis stehen gelassen. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen bei 2500 x g fir 10 min und
4 °C wurde das Pellet in 3,6 ml steriler CaCl>-Losung (100 mM mit 15 % Glycerin)
resuspendiert und in Portionen von 180 pl in sterile 1,5 ml Reaktionsgefalie aliquotiert. Nach
dem Einfrieren der Gefal3e in flissigem Stickstoff wurden die kompetenten Zellen bei -80°C
gelagert.

Die Herstellung kompetenter E. coli SoluBL21 erfolgte hier analog zum beschriebenen
Protokoll. Es wurde dem Medium jedoch kein Tetrazyklin zugegeben.

19.2 Transformation kompetenter E. coli Zellen

Fur die Transformation wurden 70 pl kompetente Zellsuspension auf Eis aufgetaut und zum
Ligationsansatz zugegeben. Die Bakterienzellen wurden fir 30 min auf Eis inkubiert.
Anschlielend wurden die Zellen fur 90 s bei 42 °C in einem Thermoblock inkubiert. Danach
wurden dem Ansatz 150 pl vorgewarmtes SOC-Medium (37 °C) zugegeben. Anschlie3end
wurden die Zellen fir 30 min bei 37 °C in einem Thermoblock inkubiert und auf die ebenfalls
bei 37 °C vorgewarmten LB-Festmediumplatten mit 10 mg ml* Ampicillin, 50 uM IPTG und
8 mg mlt X-Gal (Anhang I, 24.1) ausplattiert. Die Agarplatten wurden mit Nesco-Film

verschlossen und tber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
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Die Transformation von E. coli SoluBL21 Zellen erfolgte hier analog zum beschriebenen
Protokoll.

19.3 Vervielféltigung ausgewahlter Kolonien

Zunachst wurden jeweils 20 pl Ampicillin (20 mg ml? in A. dem.) in ein steriles Reagenzglas
pipettiert und mit 4 ml LB-Medium versetzt. Anschliel3end wurden jeweils einzeln gewachsene
Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher von der Agarplatte ausgewahlt und in das
Reagenzglas gegeben. Die Kulturen wurden tber Nacht bei 37 °C mit 220 UpM in einem
Schuttelinkubator inkubiert.

19.4 Anlegen von Glycerin-Dauerkulturen

Zum Anlegen von Glycerin-Dauerkulturen der Bakterien wurden 425 ul Bakterienkultur in
einem sterilen Reaktionsgefal? mit 75 pl sterilem Glycerol vermischt und anschlief’end in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Danach wurden die Glycerin-Dauerkulturen bei -80°C

gelagert.

20. Plasmidisolierung

Fur die Plasmidisolierung aus der Ubernacht-Kultur wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit
verwendet. Es wurden nacheinander 2 x 1,5 ml Bakterienkultur in ein Reaktionsgefal3 Gberfihrt
und anschlieBend bei 5000 x g fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das

Zellpellet nach den Protokollangaben des Herstellers weiterverarbeitet:

Das Zellpellet wurde mit 250 pl P1 Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurde dem Ansatz
250 ul P2 Puffer zugegeben und die Proben 4-6-mal umgeschwenkt. Danach wurden 350 pl
N3 Puffer zupipettiert und die Proben erneut 4-6-mal umgeschwenkt. Die Bakterienlysate
wurden bei 13000 x g zentrifugiert und der Uberstand in die QIAprep Saulen uberfiihrt. Die
Gefalle wurden flir 60 s bei 13000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Saulen mit 500 pl PB-Puffer gewaschen. Nach der erneuten Zentrifugation der Séulen unter
denselben Bedingungen wurden diese mit 750 pl PE Puffer gewaschen. Die S&ulen wurden
zweimal unter den bereits genannten Bedingungen zentrifugiert bis das Saulenmaterial
vollstandig trocken war. Fur die Elution der DNA wurden jeweils 50 yl Reinstwasser auf jede
QIAprep Saule pipettiert und der Ansatz fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
wurden die Saulen bei 8000 x g fur 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss enthielt die

aufgereinigten Plasmide.
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21. Restriktionsverdau
21.1 pDRIVE® Vektor
Der Restriktionsverdau des pDRIVE® Vektors wurde mit dem Enzym EcoRI durchgefiihrt.

Komponente Volumen

EcoRI Puffer (10x) 1,5u
EcoRlI 0,5 ul
Plasmid 3,0 ul
dem. H,O 10,0 pl
Gesamtvolumen 15,0 pl

Der Verdau wurde fir 3 h bei 37 °C inkubiert.

21.2 pET15b Vektor

Fur den Restriktionsverdau des pET15b Vektors kdnnen die Restriktionsenzyme Ndel, BamHI
und Xhol verwendet werden. Der Verdau wurde nach Zugabe aller Komponenten und Mischen
fr 3 h bei 37 °C inkubiert.

Komponente Menge

Cut Smart Puffer (10x) 1,5l
Restriktionsenzym | 0,5 ul
Restriktionsenzym Il 0,5 ul
Plasmid 3,04l
dem. H,O 9,5 ul
Gesamtvolumen 15,0 pl

21.3 pRSET C Vektor
Fir den Restriktionsverdau des pRSET C Vektors wurden die Restriktionsenzyme EcoRI und
Xhol verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte wie unter Material und Methoden Kapitel 21.2

beschrieben.

21.4 pPICZa-A Vektor

Der Vektor wurde mit EcoRI und Notl geschnitten. Die Durchfiihrung erfolgte wie unter Material
und Methoden Kapitel 21.2 beschrieben. Die Restriktionsenzyme wurden am Folgetag bei
65 °C fur 20 min hitzeinaktiviert.
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22. Glycoswitch® Superman5 Hefesystem

22.1 Vermehrung des pPICZa-A Vektors

Die Vervielfaltigung des hefespezifischen Expressionsvektors pPICZa-A mit der inserierten
codierenden Sequenz des Zielgens wurde in E. coli EZ Zellen durchgefiihrt. Zum Animpfen
wurden bereits vorhandene Glycerin-Dauerkulturen von L. Poppe (2017) verwendet. Fur die
Zellvermehrung wurde ein LB-Lennox Medium (siehe Anhang |, Kapitel 24.1) mit geringerem
Salzgehalt eingesetzt, da das Antibiotikum Zeocin gegenuber hohen Natriumchlorid-
Konzentrationen empfindlich reagiert und seine Wirkungsweise verliert. Anschlieend wurde
der Vektor wie in Material und Methoden Kapitel 20 beschrieben isoliert.

22.2 Linearisierung des Vektors mit integriertem Zielgen

Fur die Transformation der Hefezellen musste der Vektor in linearisierter Form vorliegen. Je
nach integriertem Zielgen im Vektor wurden unterschiedliche Restriktionsenzyme eingesetzt.
Fur die Laccase und die dirigierenden Proteine wurde das Restriktionsenzym Sacl verwendet,

fur die Peroxidase das Restriktionsenzym BstXI.

Komponente Volumen
Spezifischer Puffer (10x) 2,0 ul
Sacl oder BstXI 5,0 ul
Plasmid 10,0 pl
dem. H,O 3,0
Gesamtvolumen 20,0

Die Reaktionsansatze wurden Uber Nacht entweder im Brutschrank oder im Thermoblock
inkubiert (Sacl bei 37 °C, BstXI bei 55 °C). Die Hitzeinaktivierung erfolgte bei Sacl bei 65 °C
und bei BstXI bei 80 °C fiir 20 Minuten.

22.3 Aufreinigung des linearisierten Vektors

Die Aufreinigung des linearisierten Vektors erfolgte durch eine Agarose-Gelelektrophorese
(siehe Material und Methoden Kapitel 17) sowie einer anschlieRenden Saulenextraktion (siehe
Material und Methoden Kapitel 17.1).

22.4 Vermehrung von Pichia pastoris Superman5 Hefezellen

Mit einem sterilen Zahnstocher wurde von einer YPD Festmediumplatte oder einer Glycerin-
Dauerkultur ein Abstrich erstellt und in 5 ml YPD Medium Uberfihrt. Die Kultur wurde tber
Nacht bei 30 °C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen bei 4000 x g fir 5 min

abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen mit 1 ml einer 100 mM
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Lithiumchlorid-Losung gewaschen. Der Waschvorgang wurde noch einmal wiederholt.
AnschlieRend wurde das Pellet in 400 pl einer 200 mM Lithiumchlorid-Lésung resuspendiert.
Fur die Transformation wurden jeweils 50 pl der Zellsuspension in 1,5 ml Gefal3e aliquotiert
und bis zum Start der Transformation (Material und Methoden Kapitel 22.5) auf Eis

zwischengelagert.

22.5 Lithiumchlorid-Transformation in Pichia pastoris Superman5 Hefezellen
Allgemein eignet sich fur die Transformation von Hefezellen entweder die Lithiumchlorid-
(Gietz & Schiestl, 1996) oder die Lithiumacetat-Methode. Da in dieser Arbeit mit einem
modifiziertem Pichia pastoris (Komagataella phaffii)) Hefestamm gearbeitet wurde, wurde die
empfohlene Lithiumchlorid-Methode angewendet.

Herstellung der Tréger DNA
Die Trager-DNA (Fischsperma-DNA) wurde zuerst in TE-Puffer pH 8,0 flr 2 Stunden unter

standigem Ruhren geltst und anschlieend fir 5 min auf 99 °C erhitzt. Danach wurde die

Trager-DNA aliquotiert und entweder bei -80 °C eingefroren oder kurzfristig auf Eis gelagert.

Transformation

Zunachst wurde der 50 pl Ansatz an Hefezellen (aus Material und Methoden Kapitel 22.4)
erneut bei 4000 x g fur 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Fur jeden

Transformationsansatz wurden die folgenden Komponenten in festgelegter Reihenfolge

zugegeben:
50 % PEG 240 pl
1 M Lithiumchlorid 36 ul
2 mg mlt Trager-DNA 25 pl
Plasmid DNA (5-10 pg) 50 pl

AnschlieBend wurden die Ansatze so lange geschittelt bis das Zellpellet vollstéandig
suspendiert war. Danach wurde der Ansatz bei 30 °C fir 30 min inkubiert. Die
Transformationsansatze wurden fur den Hitzeschock fir 25 min bei 42 °C inkubiert. Nach
Abzentrifugieren der Zellen bei 8000 x g wurde das Pellet in 1 ml YPD Medium fur 3 Stunden
bei 30 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden jeweils 200 pl der Lésung auf YPD
Festmediumplatten (mit 50 ng plI' Zeocin) aufgetragen und bei 30 °C fir 3-4 Tage im

Brutschrank inkubiert.

58



MATERIAL UND METHODEN — MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

23. Physcomitrium patens

23.1 Zielgen und Vektorvorbereitung

Die Amplifikation und Ligation in die entsprechenden Vektoren erfolgte durch Julia Wohl (2020
— Anleitung siehe Kapitel 2.11 in ihrer Arbeit)

23.2 Herstellung von Protoplasten

Vorbereitung

Zunachst wurde der Physcomitrium patens Wildtyp als Suspensionskultur in 50 ml BCD-
Medium bei 220 UpM auf einem Rundschuittler fir 8 Tage wachsen gelassen. Anschliel3end
wurden die Pflanzenzellen in ein steriles 50 ml Reaktionsgefa tberfihrt und mit einem
Dispergierstab fur mindestens 2 Minuten auf hdchster Stufe zerkleinert. Danach wurde die
Suspension gleichmalig auf acht BCDA Platten, auf die zuvor eine sterile Zellophan
(Cellulosehydrat)-Membran aufgelegt worden war, verteilt. Das Pflanzenmaterial wurde im

Anschluss fir 6 Tage unter dauerhafter Lichteinstrahlung wachsen gelassen.

23.3 Isolierung von Protoplasten

Im ersten Schritt wurde der P. patens Wildtyp von allen acht BCDA Platten unter sterilen
Bedingungen abgeerntet und mit 15 ml Mannitol (8,5 %) und 5 ml frisch hergestellter
Driselase-Losung (2 % in 8,5 % Mannitol) in eine neue Petrischale tGberfuhrt. Anschliel3end
wurde die Platte fir 2-3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde in
regelmafigen zeitlichen Abstanden leicht geschwenkt. Nachdem sich im Zentrum der
Petrischale die Protoplasten angesammelt hatten, wurde die Suspension durch einen sterilen
Filter mit einer Porengrdf3e von 100 pm filtriert und fir 15 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Anschliel3end wurde die Suspension durch einen sterilen Filter mit einer PorengrofRe

von 50 um filtriert. Der Durchfluss enthielt groRtenteils die isolierten Protoplasten.

AnschlieRend wurden die isolierten Protoplasten fiir 5 min bei 100 x g bei Raumtemperatur in
einem Ausschwingrotor zentrifugiert. Das Sediment wurde zum Waschen in 10 ml Mannitol
(8,5 % mit 10 mM CacCl,) resuspendiert und erneut fir 5 min bei 100 x g zentrifugiert. Dieser
Schritt wurde noch ein weiteres Mal wiederholt. Anschlielend wurde das Pellet in 5 ml Mannitol

(8,5 % mit 10 mM CacCl,) resuspendiert, um die Protoplastenzahl auszuzahlen.
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23.3.1 Bestimmung der Protoplastenzahl
20 pl der Protoplastensuspension wurden in die Fuchs-Rosenthal Kammer Dpipettiert.

AnschlieRend wurden 6 grol3e Felder mit je 16 kleinen Feldern (siehe Abb. 13) ausgezahlt.

Abb. 13 Darstellung eines groRen Feldes mit 16 kleinen Feldern der Fuchs-Rosenthal Kammer. Die GroR¥felder
sind voneinander durch Doppellinien am Rand getrennt.

Der Mittelwert aus 6 Grol3feldern entspricht dem Wert X fir die folgende Berechnungsformel

[6]

Gesamtzellzahl = —— = X %1000 = = « 5 ml [6]
0,2 ul pl ml

Eine einzelne Protoplastentransformation benétigt zwischen 350000 und 500000
Protoplasten. Nach Abzentrifugieren der Protoplasten wurden die Protoplasten in MMM Puffer
(Anhang |, Kapitel 24.4) so resuspendiert, dass sich in 300 ul Puffer 500000 Protoplasten

befinden.

23.4 Transformation

Fur die Transformation wurden 15 pg linearisierter Vektor mit dem Zielgen (gel6st in 30 pl TE
Puffer pH 7,5) in sterile 15 ml Reaktionsgefal3e pipettiert und 300 ul Protoplastensuspension
zugegeben. Danach wurden in alle ReaktionsgefaRe 300 pl PEG-Transformationslésung
pipettiert und die Suspension vorsichtig durch leichtes Schwenken vermischt. Anschlie3end
wurden die Transformationsansatze fur 5 min bei 45 °C im Wasserbad inkubiert. Nach
Inkubation fur 10 min bei Raumtemperatur wurde die toxische PEG-Transformationslosung
Uber mehrere Schritte verdinnt. Zu Beginn wurde in einmindtigen Intervallen 5 x 300 pl
Mannitol (8,5 % mit 10 mM CaCly) zugegeben und anschlieend in weiteren einminitigen
Intervallen 5 x 1 ml Mannitol (8,5 % mit 10 mM CaCl,). Nach Inkubation der
Protoplastensuspension fur 30 min bei Raumtemperatur wurden die Ansétze fir 5 min bei
250 x g zentrifugiert. Die sedimentierten Protoplasten wurden mit 2 ml Mannitol (8,5 % mit
10 mM CacCly) resuspendiert. Nach Zugabe von 3 ml auf 45 °C vorgewarmtem PRMT-Medium

(Anhang |, Kapitel 24.4) zu jedem Transformationsansatz wurden jeweils 1,25 ml der
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Suspension auf eine PRMB Agarplatte (mit aufgelegter steriler Zellophanfolie) ausplattiert. Pro
Transformation wurden zwei Agarplatten angelegt.

Die Platten wurden fiir 30 min offen in steriler laminarer Luftstromung stehen gelassen und
dann mit ihrem Deckel und Mikropore-Band verschlossen. Die Platten wurden fur eine Woche
bis zur ersten Selektion im ,Tageslicht*-Kulturraum unter Zusatzbeleuchtung durch

Leuchtstoffrohren platziert.

23.5 Regeneration und Selektion

In den darauffolgenden Wochen regenerierten die transformierten Protoplasten und wurden
mehrfach auf verschiedenen Medien selektiert.

In der ersten Woche konnten sich die Protoplasten regenerieren. Bei einer visuellen
Uberprifung konnten pro Platte 2 bis 15 Zellklone nachgewiesen werden. In der zweiten
Woche erfolgte eine erste Selektion der Protoplasten. Hierfir wurde die Zellophanfolie, auf
welcher die Zellklone gewachsen waren, auf neue BCDA Platten (mit 25 mg I'* Hygromycin B)
Uberfiihrt.  Nicht transformierte  Protoplasten starben aufgrund der fehlenden

Hygromycinresistenz.

In den darauffolgenden 14 Tagen wurde die Zellophanfolie zweimal auf neue, antibiotikafreie
BCDA Platten Uberfihrt.

In der 5. Woche wurde die Cellulosemembran erneut auf BCDA Platten mit 25 mg It
Hygromycin B platziert. Dies hatte zur Folge, dass bis zu 90 % der Zellen/Protonemata starben
und nur stabile Transformanten, bei denen die Fremd-DNA stabil ins Genom integriert war,
Ubrigblieben. Ausreichend grol3 gewachsene Transformanten wurden anschlieRend auf BCD

Festmediumplatten tberfuhrt.
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24. Anhang |
24.1 Zellkulturmedien

B5-Medium (Gamborg et al. 1968)
Das B5-Medium wird als Standardmedium fir die Kallus- und Suspensionszellkulturen von
Silybum marianum verwendet.

Makroelemente Mikroelemente

KNOs3 2500,0 mg I* H3BOs 3,00 mg I
MgSOy, - 7 H,0 250,0 mg I ZnSOy4 - 7 H,0 3,00 mg I
NaH:PO, - 2 H,0O 150,0 mg I* MnSOs - H.0 1,00 mg I
CaCl, - 2 H,O 150,0 mg It KJ 0,75 mg I
(NH4)2S04 134,0 mg It Na:MoO, - 2 H,0O 0,25 mg I
FeSO. - 7 H.0O 25,6 mg I CuSOs4 - 5 H0 0,25 mg I
Na, EDTA 34,3 mg I CoCl, - 6 H,0 0,25 mg I
CB-Vitamine Hormone

Thiaminhydrochlorid 10 mg I 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure 1,0 mg I
Pyridoxin HCI 1mgl? Kinetin 0,1 mg It
Nicotinsaure 1mgl?

weitere Komponenten

myo-Inositol 100 mg I

Saccharose 20g1?

+ Agar-Agar 10gl?

Der pH-Wert von 5,8 wurde mit 0,5 M Kaliumhydroxidlésung eingestellt.
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Lysogeny Broth (LB)
Das LB Medium ist das Standardmedium fir die Kultivierung von Escherichia coli Bakterien
(Sezonov et al. 2007).

Trypton 10gI?
Hefeextrakt 5glt
NaCl 10 g I*
+ Agar-Agar 10gI*

Der pH-Wert von 7,0 wurde mit 0,5 M Natriumhydroxidldsung eingestellt.

LB-Festmediumplatten mit Ampicillin, IPTG und X-Gal

Es wurden 100 ml festes LB-Medium in der Mikrowelle aufgekocht. AnschlieRend wurden dem
abgekihlten Medium 50 pl IPTG (0,1 M Stammldsung in A. dem.), 160 pl X-Gal (50 mg ml* in
DMSO) und 500 pl Ampicillin (20 mg ml* A. dem.) zugegeben. Danach wurden jeweils ca.
10 ml des fertigen LB-Mediums in Petrischalen pipettiert. Um eine optimale Verteilung und
Aushartung des Mediums zu gewabhrleisten, wurden die Petrischalen kurz auf der Tischplatte

in kreisenden Bewegungen horizontal geschwenkt.

Lysogeny Broth Lennox (LB-low)
Die Niedrigsalz-Formulierung des LB Lennox Mediums wird bei der Verwendung von

empfindlichen Antibiotika (Zeocin) eingesetzt.

Trypton 10gI?
Hefeextrakt 5glt
NacCl 5glt
+ Agar-Agar 10gI*

Terrific broth (TB) Medium
Das TB-Medium (Tartoff and Hobbs 1987) ist ein reichhaltiges Medium fur die Vermehrung
und Anzucht von E. coli. Das Medium erlaubt eine hdhere Zelldichte und eignet sich besonders

fur die rekombinante Expression von Zielproteinen.

Trypton 12gl?
Hefeextrakt 24 g1t
Glycerol 49l
Phosphatpuffer 100 ml I
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Nach dem Autoklavieren werden vor dem Gebrauch des Mediums 10 ml des folgenden

Phosphat-Puffers hinzugegeben.

Phosphat Puffer

KH2PO4 0,17 M
KoHPO4 0,72 M
Es erfolgt keine pH-Wert Einstellung.

Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC)
Das SOC-Medium (Hanahan 1983) ist ein Komplexmedium fur die Transformation von

kompetenten Bakterien mit Plasmiden.

Trypton/ Pepton 20,0g 1t
Hefeextrakt 50¢gl?
NacCl 05gl?t
Magnesiumchlorid 10,0 mM
Kaliumchlorid 2,5 mM
Magnesiumsulfat 10,0 mM

Nach dem Autoklavieren werden vor dem Gebrauch des Mediums noch 20 mM Glucose
(2 M Stammldsung) hinzugegeben. Die Glucose-Stammldsung wurde mit einem 0,2 um Filter
sterilfiltriert.

Yeast extract Peptone Dextrose (YPD) Medium

Das YPD ist ein vollwertiges Medium firr die Anzucht von Hefezellen in flissiger oder fester

Kultur.
Trypton/Pepton 20¢g It
Hefeextrakt 5glt
Glucose 209t
+ Agar-Agar 10gI*?
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Buffered Glycerol-complex Medium (BMGY)
Das BMGY Medium wird fur die Vorkultivierung und Erhéhung der Zelldichte von bereits

transformierten Hefezellen verwendet.

Hefeextrakt 10,0 g I?
Trypton/Pepton 20,0gI?
Yeast nitrogen base 13,4 gt
D-(+)-Biotin 4,0mg I
Glycerol 10,0g1?
1 M KH2PO4 pH 6,0 100,0 ml I

Buffered Methanol-complex Medium (BMMY)
Das BMMY Medium wird fir die Expression von Zielproteinen in rekombinanten Hefezellen

eingesetzt.
Hefeextrakt 10,0 g I*?
Trypton/Pepton 20,0gI*
Yeast nitrogen base 13,4 gt
D-(+)-Biotin 40mg It
1 M KH2PO4 pH 6,0 100,0 ml I

Nach dem Autoklavieren des Mediums wurde diesem 5 g I sterilfiltriertes Methanol

zugegeben.

BCD Medium
Das BCD Medium (Cove et al. 2009) wurde fiir die Kultivierung von Physcomitrium patens als
Standardmedium eingesetzt. Das Medium setzt sich aus den folgenden Komponenten

zusammen, die zun&chst in Form von Stamml6sungen angesetzt wurden.

Stammlésungen

Losung B MgSO, - 7 H20 259t
Losung C* KH2PO, pH 6,5 25¢g It
Losung D KNO3 10191t

* Die Einstellung des pH-Werts erfolgte mit 4 M KOH.
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TES Hoagland's A-Z

HsBOs 614 mg I
Al(SO4) K2SO04 - 24 H,0 55 mg I'*
CuSO4 - 5 H0 55 mg It
KBr 28 mg It
LiCl 28 mg It
MnCl; - 4 H.O 389 mg I
CoCl; - 6 H20 55 mg It
ZnS04 -7 H20 55 mg It
KI 28 mg I
SnCl; - 2 H,O 28 mg I
BCD Medium

Losung B 10,0 ml It
Losung C 10,0 ml It
Losung D 10,0 ml It
TES Hoagland 1,0mlI?
CaCls 219,0 mg I
FeSO, - 7 H.O 12,5mg I?
+ Agar-Agar 7,091t

Fur die Herstellung von Protoplasten wurde dem BCD-Medium zusatzlich 920 mg It
L-(+)-Diammoniumtartrat (= BCDA) hinzugegeben. Bei festem BCDA-Medium wurde nach

dem Autoklavieren der Losung 25 mg I Hygromycin B (sterilfiltriert) zugefiigt.
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PRMB und PRMT Medium
Fur die Regeneration der Protoplasten wurden zwei verschiedene Medien hergestellt. Diese

bestehen aus einer Bodenschicht und der oberen , Top“-Schicht.

PRMB (Bodenschicht) PRMT (,Top“-Schicht)

Losung B 10,0 ml I Losung B 1,0mlI?
Lésung C 10,0 ml I1 Lésung C 1,0mlI?
Lésung D 10,0 ml I Lésung D 1,0ml It
TES 1,0mlI? TES 1,0ml I
D-Mannitol 60,09 I* D-Mannitol 8,0glt
FeSO, - 7 H.0 12,5mg I* FeSO, - 7 H20 12,5mg I
CaCl 219,0 mg I CaCl, 219,0 mg I
Diammoniumtartrat 920,0 mg I Diammoniumtartrat 92,0 mg I

Agar-Agar

409t

Agar-Agar 709t

24.2 Pufferlésungen

Kaliumphosphat

0,1 M bis 1 M KH2PO4

0,1 M bis 1 M K;HPO4

Die Einstellung des pH-Werts erfolgte durch die Mischung beider Stammlésungen

miteinander.

Britton Robinson Puffer pH 2-12 (nach Britton und Robinson 1931)

Borséaure 0,04 M
Essigsaure 0,04 M
Phosphorséaure 0,04 M

Der pH-Wert wurde mit NaOH eingestellt.

Borséure Borax Puffer pH 7-10

Borsaure 05M
di-Natriumtetraborat-Decahydrat 0,5M
Der pH-Wert wurde mit NaOH eingestellt.
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24.3 Bradford Losung (nach Bradford 1976)

Coomassie Brillant Blue G 250 100 mg I?
96 % Ethanol p.a. 50 mlt
85 % o-Phosphorséaure 100 ml I1

Auffullen auf 1 | mit Aqua demin., Losung zweimal filtrieren.

24.4 Transformation von Physcomitrium patens

MMM Puffer pH 5,6

1% MES 10,00 g I'*
8,5 % Mannitol 850,00 g I'*
MgCls, - 6 H,O 3,05¢glt

Die Einstellung des pH-Wertes auf pH 5,6 erfolgte mit 4 M KOH.

PEG Transformationslésung

0,38 M Mannitol 70,091
0,1 M Calciumnitrat 23,69t
40 % PEG 4000 400,0gI?
1 M Tris pH 8,0 10,0 ml It

TE Puffer (pH 8.0)

Tris 10 mM
Na.EDTA 1 mM
Der pH-Wert wurde mit HCI eingestellt.

24,5 SDS-PAGE

Laemmli Probenpuffer

0,5 M Tris HCI, pH 6,8 0,24 ml ml?
Glycerin 0,40 ml ml*
SDS 80,00 mg ml?
B-Mercaptoethanol, 0,20 ml ml*

Bromphenolblau 0,01 % (w/v)
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24.6 Agarose-Gelelektrophorese
6x Loading Dye Agarose

Bromphenolblau 0,03 % (w/v)
Xylencyanol FF 0,03 % (w/v)
Glycerin 60 % (w/v)
EDTA 60 mM

24.7 Losungen zur Isolierung von genomischer DNA

2x CTAB Puffer

CTAB 2,0 % (w/v)
Tris HCI (pH 8,0) 100,0 mM
EDTA (pH 8,0) 20,0 mM
NacCl 1,4 M
Polyvinylpyrrolidon 1,0 % (w/v)
(MW 40000)

10x CTAB Puffer
CTAB 10,0 % (w/v)
NaCl 0,7M

High Salt TE Puffer

Tris HCI (pH 8,0) 10 mM
EDTA (pH 8,0) 1 mM
NacCl 1M

CTAB Prazipitationspuffer

CTAB 1 % (wiv)
Tris HCI (pH 8,0) 50 mM
EDTA (pH 8,0) 10 mM

24.8 Losungen zur Plasmidisolierung nach Qiagen Protokoll

Puffer P1

Tris HCI pH 8,0 50 mM
EDTA x 2 H.0 10 mM
RNase A 100 pug mil?
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Puffer P2
NaOH 200 mM
SDS 1 % (wiv)

Puffer N3 (pH 4,8)

Guanidin HCI 42 M
Kaliumacetat 09M
Puffer PB

Guanidin HCI 5M
Isopropanol 30 % (v/v)
Puffer PE

Tris HCI pH 7,5 10 mM
Ethanol 80 % (v/v)

Reinigungsmittel Saulenmaterial
HCI 1M

Saulenregeneration (QBT Puffer)

NacCl 750 mM
MOPS pH 7,0 50 mM
Ethanol 15 % (v/v)
Triton X-100 0,15 % (v/v)

24.9 Losungen fur chromatographische Methoden
Metallchelatchromatographie tber Ni-NTA (Tropfsaulen)

Bindepuffer

Kaliumphosphat Puffer (pH 8,0) 50 mM
NacCl 300 mM
Imidazol 10 mM
Waschpuffer

Kaliumphosphat Puffer (pH 8,0) 50 mM
NacCl 300 mM

Imidazol 20 mM
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Elutionspuffer

Kaliumphosphat Puffer (pH 8,0) 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM

Metallchelatchromatographie tiber Ni-NTA (Akta® FPLC System)

Equilibrierungspuffer

Natriumphosphatpuffer (pH 8,0) 50 mM
NacCl 300 mM
Imidazol 10 mM
Waschpuffer

Natriumphosphatpuffer (pH 8,0) 50 mM
NacCl 300 mM
Imidazol 20 mM

Elutionspuffer

Natriumphosphatpuffer (pH 8,0) 50 mM
NacCl 300 mM
Imidazol 250 mM

24.10 Materialien und Gerate
24.10.1 Chemikalien

Name Hersteller
1-Naphthylessigaure, NAA Duchefa
2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonséaure) (ABTS) Sigma
4-Hydroxyzimtsaure Merck
5-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat (BCIP) Roth
5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-B-D-Galactopyranosid (X-Gal) Thermo Scientific
Aceton Roth
Acetonitril Roth
Agar-Agar cero
Agarose NEEO Roth
Aluminiumsulfat (Al2(SO4)3 - 16 H20) Roth
Amidoschwarz Alfa-Aesar
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Cellophan
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
Coenzym A, Trilithiumsalz Dehydrat, CoA
Coniferylalkohol

Coomassie Brilliant Blue G-250

D-(+) Biotin

D-(+) Glucose Monohydrat
Diammonium-(+)-Tartrat
Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPQOa)
Dimanin C

Dimethylsulfoxid
Di-Natriumhydrogencitrat-1,5-hydrat
Dinatriumtetraborat-Decahydrat
D-Phenylalanin

D-Tyrosin

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Titriplex III)
Eichpufferlosung pH 10,0
Eichpufferlosung pH 4,0
Eichpufferlosung pH 7,0
Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat

Eisessig

Eriodictyol

Ethanol p.a.

Ethidiumbromid

Ethylacetat

Feruloyl-CoA

Flissigstickstoff

Glycerin

Glycin

Guanidin HCI

Guanidinthiocyanat

Haushaltzucker

Hefeextrakt

Name Hersteller
Ammoniumacetat Roth
Ammoniumpersulfat Sigma
Ampicillin Natriumsalz Roth
Borsaure Roth
Bromphenolblau Merck
Calciumchlorid Dihydrat Roth
Calciumnitrat Tetrahydrat Roth

Bringmann Folia Paper
Roth
Applichem
Fluka
Fluka
Merck
Roth
Honeywell
Roth
Bayer
Roth
Riedel de Haen
Merck
Sigma
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth
Fluka
Roth

Roth

Roth

Roth
Labochem
eigene Synthese
Linde
Roth

Roth

Roth

Roth

Aldi Nord
Roth
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Name Hersteller
HEPES Roth
L-Histidin Roth
Hygromycin B Alfa Aesar
Imidazol Roth
Indol-3-Essigsaure, IES Duchefa
Isopropanol Merck
Isopropyl-R-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) Fermentas
Kaliumacetat Acros
Kaliumchlorid Roth
Kaliumdihydrogenphosphat Roth
Kaliumhydroxid Merck
Kaliumjodid Merck
Kaliumnitrat (KNOs3) Roth

Kinetin (6-Furfurylaminopurin) Duchefa
Kobalt(Il)chlorid Merck
Kupfersulfat Pentahydrat Fluka
Laccase aus Rhus vernicifera Sigma
Laurylsarcosin Sigma Aldrich
L-Glutathion reduziert Biochemika
Lithiumchlorid Roth
L-Phenylalanin Roth
L-Tyrosin Merk
Lysozym Roth
Magermilchpulver Spinnrad
Magnesiumchlorid Hexahydrat Roth
Magnesiumsulfat Heptahydrat Merck
Malonyl-CoA Sigma, Cayman Chemical
Mangan(ll)-chlorid Tetrahydrat Duchefa
Mannitol Alfa Aesar
MES Roth
Methanol Fisher Chemical
myo-Inosit Sigma, Roth
N,N,N’;,N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth

NAD* Biomol
NADH> Roth
NADP* Roche
NADPH: Tetranatriumsalz Roche, Roth
Naringenin Roth
Naringenin-Chalkon Phytolab
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Name Hersteller
Natriumchlorid Roth
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PQOa4) VWR
Natriumdodecylsulfat (SDS) Pellets Roth
Natriumhydroxid Roth
N-Cyclohexyl-2-Aminoethansulfonséure (CHES) Roth
N-Cyclohexyl-3-Aminopropansulfonséure (CAPS) Roth
Nicotinséure Duchefa
Nitrotetrazoliumblauchlorid Roth
NZ-Amine Sigma
o-Phosphorséaure 85 % Roth
4-Cumaroyl-CoA, eigene Synthese
4-Cumarsaure Fluka

PEG 4000 Roth
Phenol, Citratpuffer-gesattigt Sigma
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth
Polyvinylpyrrolidon Sigma
Pyridoxin x HCI Duchefa
Rinderserumalbumin Fraktion V Protease-frei Roth
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) Roth
Salzsaure Fisher Chemical
Tetracyclin Sigma
Thiaminhydrochlorid Roth
Titriplex Il Roth
Trichloressigséaure Roth
Trichlormethan, Chloroform Roth
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Roth

Triton X 100 Roth
Trypton Roth
t-Urocansaure Tokyo chemical industry
Tween 20 Serva
Wasserstoffperoxid 30 Gew.% Lsg. Sigma
Xylencyanol FF Fluka
Yeast nitrogen base (YNB2) Pronadisa
Zeocin Invitrogen
Zinksulfat Heptahydrat Duchema
Zinn(l)-chlorid Dihydrat Roth
B-Mercaptoethanol Merck
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24.10.2 Reagenzien und Kits

Chromabond C18ec

Cut Smart Puffer (10x)

DNA from fish sperm

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Driselase

GeneRuler™1 kb DNA Ladder
GeneRuler™DNA Ladder Mix

Goat Anti-mouse 1gG-Fc Alk. Phosphatase conjugate
GoTaq®Flexi DNA-Polymerase Kit (5 U plt)
HD Cloning Kit

horseradish peroxidase, HRP (560 U mg)
KOD Hot Start Polymerase (1 U plt)
KOD® Polymerase

NucleoSpin® Extract Il Kit and PCR Clean up
PD-10 Columns Sephadex G-25M
Phusion® Polymerase (2 U plt)
Polyvinylidendifluorid-Blottingmembran
QIAGEN PCR Cloning Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

gScript cDNA Super Mix
Restriktionsenzym BamHI
Restriktionsenzym BstXI
Restriktionsenzym EcoRl
Restriktionsenzym Ndel
Restriktionsenzym Notl

Restriktionsenzym Sacl

Restriktionsenzym Swal
Restriktionsenzym Xhol

Ribonuklease A aus Rinderpankreas
ROTI®Garose-His/Ni HP-Kartusche
RotiGarose His/ Ni Beads

Rotimark Tricolor

SMARTer® RACE 57/3"Kit

T4 DNA-Ligase Kit

Name Hersteller
6x His Tag Antikrper Invitrogen
Accuprime® Polymerase Invitrogen

Macherey-Nagel
Biolabs

Serva

Roth

Sigma

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Invitrogen

Promega

Takara Bio USA, Inc.
Fluka

Novagen

Sigma Aldrich
Macherey-Nagel

GE Healthcare

New England Biolabs
Applied Biosystems
Qiagen

Qiagen

Quanta Biosciences
Thermo Scientific
Fermentas

Thermo Scientific
New England Biolabs
Thermo Scientific
Thermo Scientific
New England Biolabs
New England Biolabs
Fluka

Roth

Roth

Roth

Takara Bio USA, Inc.
New England Biolabs
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24.10.3

Genotyp von Laborstammen

Stamm

Genotyp

E. coli EZ (Qiagen)

E. coli SoluBL21 (amsbio)

SuperMan5-20 (BioGrammatics, Inc.)

E. coli str. [F::Tn10(Tc") proA*B* laclaZAM15] recAl end
Al hsdR17(rkiz- mkiz2*) lac ginV44 thi-1 gyrA96 relAl

F-ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)f

GlycoSwitch® Pichia (Komagataella phaffi) Genotype:

ochl-A1, GAP-mannosidaseHDEL, pep4-A1

24.10.4 Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller

AL02-02-100 Advantage-Lab
Autoklav

Systec VX-95 Systec GmbH
Benchtop homogeniser Minilys® Bertin Instruments
Blottingkammer Semi Dry Blotter PROfessional Roth
Bunsenbrenner Flammy S Schatt

) ) AF 80 Scotsman

Eismaschine

RF-0244A Manitowoc
Feinwaage Explorer EX2250 OHAUS
Gefriertrockner Christ L1 B. Braun Biotech
Gefriertruhe (-80°C) C585 Innova New Brunswick Scientific
Geldokumentationssystem FAS-Digi Nippon Genetics
Homogenisator TH220 OMNI International
Horizontale Agarosegel- multiSUB Midi Cleaver Scientific

elektrophorese Kammer

Agagel Mini Biometra

Biomed. Analytik GmbH
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HPLC System

Chromaster 5160 Pump + Organizer
Chromaster 5280 Auto Sampler
Chromaster 5310 Column Oven
Chromaster 5430 Diode Array

Detector

VWR/Hitachi

Spectra System P 400
Spectra System SN 4000
Spectra System SCM 1000
Spectra System UV 1000

Thermo Scientific

Equisil ODS-Saule (4 mm g,

250 mm Lange, 20 mm Vorséule)

Dr. Maisch HPLC GmbH

HPLC Saulen ROTI®Garose-His/Ni Roth
0
NTA-Kartuschen (HP-5ml)
Hypersil HyPURITY™ Elite C18 unbekannt
Sanlaf Mars Labogene
Laminarfluss Arbeitsbank i i :
Laminar Flow Workstation Microflow

Magnetrihrer MR 3001 Heidolph Instr.
E835
E143
Netzgerate Consort
EV2310
EV3020
PCR Thermocycler MyCycler Bio-Rad
Peltier JUMO dTRON 308 Analytik Jena

pH-Elektrode

Accumed Basic

Fisher Scientific

BioPhotometer Eppendorf
Photometer i

Specord 200 plus Analytik Jena

PIPETMAN Classic Gilson
Pipetten Eppendorf Research® plus

) ) ) Eppendorf

Einkanalpipetten, variabel

Proteinelektrophoresekammer  Mini Protean® 3 Cell Bio-Rad

Reagenzglasschuttler

Vortex-Genie 2

Scientific Industries

Reinstwasseranlage OmniaPure Stakpure GmbH
Schuttelinkubator =eotron infors HT

10X 400 Gallenkamp
Siebe 40, 70, 100 uyM Sarstedt
Thermomixer Comfort Eppendorf

UNiTHERMIX 2 LLG Labware
Trockenofen u40 Memmert
Ultraschallbad Sonorex Super RK 510 H Bandelin
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Ultraschallhomogenisator UP 200S Dr. Hielscher
Vakuumpumpe MZ 2C NT Vacuubrand
Drehschieberpumpe P4Z llmvac GmbH
Vakuumzentrifuge RVC 2-18 CDplus Christ
Wasserbader W Julabo
Thermomix ME
Thermomix 7P B. Braun Biotech.
Wippschuttler Duomax 1030 Heidolph Instr.
Rocker 35 EZ Labnet International
Zahlkammer Fuchs-Rosenthal Kammer unbekannt
Zellkulturschittler Certomat SlI B. Braun Biotech.
RS-306 Infors AG
24.10.5 Verwende Software und Datenbanke
Programm Hersteller
ASpect UV Version 1.4.4 Analytik Jena 2020
Blast National Center for Biotechnology Information
ChembDraw 16.0 Perkin Elmer
Chromaster System Manager D-7000 Hitachi

CLC Sequence Viewer 5
Clone Manager 8
Graph Pad Prism 5

Snap Gene Viewer 4.3.3

Expasy Translate

Microsoft® Office Professional Plus 2016

QIAGEN Aarhus A/S
Sci Ed Software LLC

GraphPad

Snapgene

Programm

Microsoft Corporation

Ubersetzung von  Nukleotid-

sequenzen in Proteinsequenzen
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24.10.6 Vektorkarten
pDrive (Qiagen)

oﬁgin

/

+1

2
$
g
o)
o

pDrive Cloning Vector
3.85kb

pPpRSET C (Invitrogen)

RBS | ATG 6xHis Xpress™ Epitope EK

Comments for pRSET A

;17 promoter

Acch5l
Kpnl
Sphl
Pstl
Miu
SnabBl

Notl

MCS

2897 nucleotides *Version C does not contain Sac |
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pET-15b (Novagen)
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24.10.7 Liste verwendeter Primer
Primer Name Sequenz Primerform Tm(°C)
Phenylalanin Ammoniak-Lyase
PAL-F1 AAGGATCCRTTGAAYTGGGGTGTDGCAGCGG degeneriert 71,3
PAL-F2 TRACGGGAGYCACCTTGATGAGGTGAAGA degeneriert 69,5
PAL-R1 CTAACATATTGGAAGAGGTRCACCATTCC degeneriert 64,6
PAL-5RACE revl CTTCGTAGTGGGACCGGTTTAGCTCCGA RACE 69,5
PAL-5RACE-rev2 CATCTTGGTTGTGTTGTTCGGCGCTTTG RACE 66,6
PAL1-Nde | F1 ATACATATGGAAAACGGTAATCATGTAAATGGAG Volllange 61,6
PAL1- Xhol-R1 ATACTCGAGCTAACATATTGGAAGAGGTACACCA Volllange 67,1
PAL1-Nde | F2 ATACATATGGAAAACGGTAATCATGTAAATGGAGTCGCCGTTC Volllange 70,4
PAL1-Xhol-R2 ATACTCGAGCTAACATATTGGAAGAGGTACACCATTCCGCCCTTG Volllange 74,0
PAL1-Xho-F1 CTCGAGACATGGAAAACGGTAATCATGTAAATG Volllange 65,8
PAL1-EcoR1-r1 AGAATTCCTAACATATTGGAAGAGGTACACCA Volllange 64,4
PAL2-3RACE-forl =~ CTCAATGCCGAACAGGCCTTCACCCTC RACE 69,5
PAL2-5RACE- RACE
eyl AGCGAGGGTGAAGGCCTGTTCGGCATTGAG 72,2
PAL2_Xho-F1 ATACTCGAGATGGCGAACAACAACCGACACG Volllange 69,5
PAL2_Xho-R1 ATACTCGAGCTAACATATTGGAAGAGGTGCACCATTC Volllange 69,5
PAL2_Xho-f3 ATACTCGAGACATGGCGAACAACAACCGACA Volllange 68,2
PAL2-EcoRI-r1 AGAATTCCTAACATATTGGAAGAGGTGCACCAT Volllange 65,8
Coniferylaldehyd Dehydrogenase
SIL-CAD-F1 GGCATGACTGTTTATCCCGTTGTTCCTG Teillange 66,6
CAD-random-
Rev? CCGGCAACATCCACDACAAAACGGTATC degeneriert 67,1
CAD-SIL-F2 CCCGTTGTTCCTGGGCATGAAATTG Teillange 64,6
CAD-F1 ATGGCAGCSSCSGSCYCWWCTGGG degeneriert 65,4
CAD-R1 TTGCTRCCRGCRACATCRACRACGA degeneriert 69,5
CAD-Sil-midR1 CGAACTAGCTGCAGACTGCATTTGCTCTGG Teillange 69,5
CAD-SmNdel-f1 ATACATATGGCGAAATCTCCAGAGACGGAAC Volllange 66,8
CAD-SmBamH1- Volllange
1 TAGGATCCTTACGGAGCTTTGAGGGAATTG 66,8
Cinnamoyl-CoA Reduktase
CCR-F1 GCCGGYGGCTTCATMGTCTTCATGG degeneriert 67,9
CCR-F2: GGAGGTGDCCTTTSTCYTGBAGGCT degeneriert 61,3
CCR-R1: GAAYTCCARMCCCAARTCTTTTAGC degeneriert 67,1
CCR-3RaceF1 GATGATCCTGAACAAATGGTGGAGCC RACE 64,8
CCR-5Race-R1 CGGCTCCACCATTTGTTCAGGATCATC RACE 66,5
CCR-Nde I-fw ATACATATGTCTCCGGCATCCAACCAAATC Volllange 65,4
CCR-Xhol-rev ATACTCGAGTTAATTAGACTGGATACGGAT Volllange 62,7
Chalkonsynthase
CHSPhu-3for AGAGAAATTCAAGCGCATGTGTGACAAGTCTATGATAAGA Phusion
CHSPhu-5rev TCTTATCATAGACTTGTCACACATGCGCTTGAATTTCTCT Phusion
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Primer Name Sequenz Primerform Tm (°C)

CHS-Nde-f ATACATATGGCATCCTCATCAATTGATATTG Volllange 61,6

CHS-Xho-R2 ATACTCGAGTCATTCATGATTAATTACGACTTGTT Volllange 63,6

CHS-infuNdel-F1 CGCGGCAGCCATATGGCATCCTCATCAATTGATATTG Volllange 71,7

CHS-infuXhol-R1 TTAGCAGCCATACTCGAGTCATTCATGATTAATTACG Volllange 67,2
Dirigierende Proteinet

5-DIR1-FL ATAGAATTCATGAGTTCTAAGTATCAAAACTCAACAC Volllange 59.3

3-DIR1+2-FL ATAGCGGCCGCCCAACAYTCATAGAACTTWATGTCAAC Volllange 59.7

5-DIR2-FL ATAGAATTCATGAGTGTAAAAACAAGTTCAAATATAG Volllange 56.3
Laccase'

5-LAC-FL ATAGAATTCATGGATCGTGTGTTCACCACCATTGC Volllange 64.8

3-LAC-FL ATAGCGGCCGCACACACGGGTAAGTCTAGTGGTGG Volllange 64.4
Peroxidaset

5-POX-FL (EcoRI) ATAGAATTCATGGCTCGTTCGTCGTCGTCTTAC Volllange 64.4

3-POX-FL (Notl) ATAGCGGCCGCATTAGTTCTTCTGCAATTCGTCCGAACC Volllange 63.7

24.10.8 Verwendete Molekularmarker

Roti Mark Tricolor (8271.1)

(kD) (bp)

- 245 = 10000
- 180 m— 8000

——  -140
m— OO0
wme =100 : 5000
— - 75 —_— 3500
— 000
s - 60 m— 7500
2000
—— -45 1500
s 1200
— 1000
- e '35 |- = ER:A:
" 700
m— 500
S -25 — 500
- - 20 D
i 300

- -15
m— 200

w——  -10

T Die Primer fir die Dirigierenden Proteine, Laccase und Peroxidase wurden von L. Poppe Glbernommen

und enthielten eine Signalpeptidsequenz und waren flr die Expression im pPICZa A Vektor vorgesehen.

GeneRuler DNA Ladder Mix (SM0331)
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ERGEBNISSE — PHENYLALANIN AMMONIAK-LYASE

V. Ergebnisse
1. Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion und degenerierten Primern aus konservierten
Regionen bereits bekannter PAL-Sequenzen konnten zunéchst 672 Nukleotide einer
Phenylalanin Ammoniak-Lyase aus einem Silybum marianum Samling (Pflanzenwachstum bis
ca. 10 cm) amplifiziert werden. Durch eine RACE-PCR konnten anschlieRend die 5- und
3’-Enden von zwei verschiedenen PAL Isoformen identifiziert werden. Die folgende Abb. 14
zeigt die Volllangen-Amplifikate der PAL Isoformen 1 und 2.
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Abb. 14 Amplifikation der Volllangensequenzen der Phenylalanin Ammoniak-Lyase Isoformen 1 und 2.
Links: PAL 1 Volllange; rechts: PAL 2 Volllange

Ein Vergleich der beiden Sequenzen miteinander zeigte eine ldentitat von 85 % auf Basis der
Nukleotidsequenzen. Zur besseren und Ubersichtlicheren Darstellung werden die Ergebnisse
beider Isoformen nachfolgend in getrennten Kapiteln dargestellit.
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ERGEBNISSE — PHENYLALANIN AMMONIAK-LYASE

1.1 Phenylalanin Ammoniak-Lyase Isoform 1 (PAL 1)
Die PAL 1 besitzt ein offenes Leseraster von 2142 Nukleotiden, welches codierend ist flr
713 Aminosauren. Das errechnete Molekulargewicht des Proteins betragt 77440 Dalton und

der theoretische isoelektrische Punkt liegt bei pH 5,82.

atggaaaacggtaatcatgtaaatggagtcgccgttctgaatgagttttgcatcaaggat
M ENGNH VN GV AV L N E F C I K D
ccgttgaactggggtgtggcagctgaggcactcaccggaagccaccttgatgaggtgaag
P L N W G V A A E A L T G S H L D E V K
aagatggtggccgagttcaggaagccggtggtgaagctgggaggagagacactgacggtyg
K M v A E F R K P V V K L G G E T L T V
tctcaggtggccggaatcgcagctgctaatgacagcaacaccgtgaaggtggagectatcecg
s ¢ vA G I A A A ND S N T V K V E L S
gaatcagctagggctggggtgaaggccagcagtgattgggttatggagagcatgaggaaa
E S AR A GV K A S S D W V M E S M R K
ggaaccgatagttatggtgtcaccaccggctttggcgeccacctctcaccggagaaccaag
G T b s Yy G VvV T T G F G A T S H R R T K
caaggtggtgctctgcaaaaggagctcattagatttttgaacgccggaatattcggecaat
o 6 G AL 0O K E L I R F L N A G I F G N
ggaacggaatcaagccacactcttccacattcggcaacaagggccgccatgatecgtcaga
G T E s s H T L P H S A T R A A M I V R
attaacaccctcctccagggttactccggcateccgatttgagatcttggaageccattacce
I N T L L 9 G Y sS GG I R ¥F E I L E A I T
aagttccttaaccaaaatgtcaccccttgtttaccccteccgtggtacaatcaccgectee
K F L N Q N Vv T P C L P L R G T I T EWNS
ggtgacctcgttcctttgtcttatatcgeccggacttctcaccggecgtectaactccaaa
b L v P L S Y I A G L L T G R P N s K
gcagttggccccaccggagaaatccttaatgctgaagaagctttecgeccaagecggtgte
AV G P T G E I L N A E E A F A QO A G V
gaaggtgggttcttcgagttgcagccaaaagaagggctagcacttgttaacggcaccgcec
E 6 G F F E L ¢Q P K E G L A L V N G T A
gtgggttccggtatggcatccatggtgctttttgaagctaatgtgettgetttgttgtceg
v 6 S G M A S MV L F E A NV L A L L S
gaagtcttgtcggctatctttgccgaagttatgcaaggaaagccagagttcaccgatcat
E v L. §Ss A I F A E V M Q G K P E F T D H
ttgacccacaaattaaagcatcaccctggccaaatcgaagctgcagcgatcatggaatac
L T H K L K H H P G Q I E A A A I M E Y
atcttggatggaagcgattacgttaaggctgcacaaaaggtccatgaaatggacccattg
I . D G S D Y V K A A Q K V H
cagaaaccaaaacaagatcgctacgctctccgaacatcaccccaatggctcggaccacaa
Yy A L R T S P Q W L G P Q
atcgaagtcatccgatcagccaccaaaatgatcgagagagagatcaattccgtcaaggac
I £ v I R $S A T K M I E R E I N S V K D
aacccattgatcgatgtttcaagaaacaaagccttacatggtggaaacttccaaggaacc
N P L I DV S R N K A L H G G N F Q G T
ccaattggtgtttccatggataacacacgtttagccatcgccgccatcggaaaactcatg
p I GV S M DN TR L A I A A I G K L M
ttcgctcaattctccgagettgtaaacgatttctacaacaacgggttgeccgtcgaatctce
F A Q F S E L VvV N D F Y N N G L P S N L
tccggcggceccgtaatccaagtttggattacgggttcgaaggtggagaaatcgeccatgget
s G G R N P S L DY G F E G G E I A M A
tcatactgttcagagctccagtttcttgcaaatccggtgaccaaccacgttcaaagcgcec
s 'y ¢ s E L Q F L A N P V T N H V Q S A
gaacaacacaaccaagatgtcaactctttgggtttgatttccgcaagaaaaacagccgaa
E Q H N Q DV N S L G L I S A R K T A E
gccgtcgatatcttaaaactcatgtcatccacatacttagtagectcectttgeccaatecegte
AV D I L K L M s s T Yy L v A L C Q S V
gatttacgacatttggaagaaaacatgaaatccacagtgaagaacaccgtaagccaagtc
b L R H L E E N M K S T V K N T V S Q V
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gccaagaaggtcttaaccatgggcgccaatggcgaactccacccatcaagattcectgcgag
A K K v L T™M G AN G E L H P S R F C E
aaagacttacttcgcgtggtcgatcgcgaatacgtcttcgectacatcgacgacccatgce
K b L L RV V DR E Y V F A Y I D D P C
agcgccacctacccattgatgcagaaactccgacaagtcctcgttgaccacgecctaaac
s A T Yy P L M Q0 K L R Q v L v D H A L N
aacggcgagactgagaagaacacaaacacctccatcttccaaaagatcgctactttcgaa
N G E T E K N T N T S I F QO K I A T F E
gacgaattgaaagccattttacccaaagaagtcgaaggtgttagaatcgcatacgaatct
b & L K A I L P K E V E G vV R I A Y E S
gattcattatcgattcccagcaggatcaaagcttgtagatcatacccattatacaggtte
b s L s I P S R I K A C R S Y P L Y R F

gtaagagaggagctcggcggtgggttcttgaccggcgagaaggtgacttcgeccgggagaa
vV R E E L 6 G G F L T G E K V T S P G E
gagttcgataaggttttcacggccatgtgcaaaggtgaaatcattgatccattgttggaa
E F DK V F T A M C K G E I I D P L L E
tgtgttcaagggcggaatggtgtacctcttccaatatgttag

c vog G RN G V P L P I C -

Die farbigen Markierungen kennzeichnen wichtige Bereiche im PAL-Protein: Die Phenylalanin
Ammoniak-Lyasen besitzen eine konservierte Signatur (gelb markiert) die auch bei den
Histidin Ammoniak-Lyasen vorkommen (Wu et al. 2014). Innerhalb dieser Sequenz befindet
sich eine Ala-Ser-Gly Tripeptidsequenz (grin markiert), welche fur die Ausbildung des
4-Methyliden-imidazol-5-on  (MIO)  verantwortlich ist. Bei dem rosa-unterlegten
Sequenzabschnitt handelt es sich vermutlich um die kurze auf3ere Deckelschleife. Der grau-

unterlegte Sequenzabschnitt beschreibt vermutlich die Abschirm-Doméane (Jun et al. 2018).
Die NCBI Datenbank Analyse durch das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) zeigte
Ahnlichkeiten mit anderen PAL-Sequenzen aus unterschiedlichen Arten der Asteraceae. Die

funf hochsten Ahnlichkeiten zeigt die nachfolgende Tabelle 2 (Stand Februar 2021).

Tabelle 2 NCBI Datenbank Analyse fiir die PAL 1 sortiert nach absteigender Identitat/Ubereinstimmung.

Nr. Organismus Identitdt Sequenzlange (bp) EMBL Sequenz ID
Cynara cardunculus
1 93 % 2401 XM_025130484.1
var. scolymus
2  Saussurea involucrata 90 % 2405 KR811213.1
3  Lactuca sativa 87 % 2426 XM_023889122.1
Gerbera jamesonii
4 86 % 2470 MH708527.1

cultivar linglong

Ixeris dentata var.
5 85 % 2136 KU724084.1
albiflora
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1.1.1 Expression der PAL 1in Escherichia coli

Da eine Expression des PAL 1 Gens im Vektor pET15b geplant war, wurden an dem 5 -Ende
der Sequenz eine Ndel- und am 3'-Ende eine Xhol Restriktionsschnittstelle eingefugt. Die
Expression der in pET15b eingebrachten PAL 1 Sequenz in SoluBL21 Zellen war zwar
erfolgreich, jedoch war die Proteinausbeute &uf3erst gering. Daruber hinaus konnte keine
enzymatische Aktivitat nachgewiesen werden. Folglich wurde eine Ligation in den pRSET C
Vektor angestrebt, die sich jedoch als schwierig erwies. Deswegen wurde hierfir die In-Fusion
homologe Rekombinationsmethode verwendet. Als Ausgangsmaterial diente hierfur die
bereits ligierte PAL 1 Volllange im pET15b Vektor. Zunachst wurde mit Hilfe von speziell
modifizierten Volllangenprimern eine In-Fusion Polymerasekettenreaktion durchgefiihrt. Die
Primer enthielten neben einer Gberlappenden Sequenz des pRSET C Vektors eine passende
Restriktionsschnittstelle (5 -Ende: Ndel; 3'-Ende: EcoRI) und die ersten bzw. letzten
15 Basenpaare der PAL 1 Sequenz. Die darauffolgende In-Fusion Ligation in den pRSET C

Vektor, sowie die Transformation und Expression in den SoluBL21 Zellen waren erfolgreich.

Aufgrund der sechs hintereinander liegenden Histidinreste am N-terminalen Anfang des
heterolog exprimierten Proteins lie3 sich dieses nachfolgend durch Chromatographie Uber
eine Nickel-Nitriloessigsaure-Matrix (NTA-Ni) isolieren und aufreinigen. Abb. 15 zeigt ein SDS-
Polyacrylamidgel mit den einzelnen Aufreinigungsfraktionen. Hierbei konnten pro Expression

Proteinmengen von bis zu 50 mg pro 100 ml Bakterienkultur erzielt werden.

§ oy

ka 1 "’2 3 4 5 6 7 8
100 | = o e -
75 .

63 S 4

Abb. 15 SDS-PAGE der Fraktionen einer Aufreinigung der mit N-terminalem 6x-His-tag versehenen PAL 1 Uber
Metallchelatchromatographie, 1. Rohextrakt, 2. Durchfluss, 3. Waschen |, 4. Waschen Il, 5. Waschen Ill; 6. Elution |,
7. Elution II, 8. Elution 11l
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1.1.2 Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Wertes

Fur die Bestimmung des optimalen pH-Wertes wurden unterschiedliche Puffersysteme
getestet. Die hochste spezifische Enzymaktivitat von 35 mkat kg™ wurde im Borsaure-Borax-
Puffer bei pH 7,7 ermittelt (Abb. 16). Im Tris/HCI-Puffer liegt das pH-Optimum bei pH 8,9 mit
einer spezifischen Aktivitat von 34 mkat kg™.

40+

W
T

-®- 0,5 M Borsaure-Borax Puffer
-8 0,5 M Tris/HCI Puffer

0,5 M CAPS Puffer
-+ 0,5 M CHES Puffer

W
<

N
T

spezifische Aktivitat (mkat kg'l)
S
|

15+
10+
5_
0 T T T T T 1
5 6 7 8 9 10 11 12
pH-Wert

Abb. 16 PAL 1: Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Wertes fir PAL Isoform 1
(n = 3 £ Standardfehler).

Die héchste enzymatische Aktivitat im CHES-Puffer liegt bei pH 9,0 und im CAPS-Puffer bei
pH 9,7. Aufgrund der gesundheitsschadlichen Eigenschaften von Borsaure und
Natriumtetraborat wurde fir die nachfolgenden enzymatischen Charakterisierungen ein
Tris/HCI-Puffer pH 8,9 verwendet.

1.1.3 Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur
Fur die Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur wurde bei der Isoform 1 ein
0,5 M Tris/HCI-Puffer pH 9,0 verwendet. Die nachfolgende Abb. 17 zeigt eine hohe spezifische

Aktivitat von 88 mkat kgt am Temperaturoptimum von 60 °C.
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Abb. 17 PAL 1: Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur der PAL Isoform 1 (n = 3 + Standardfehler).

1.1.4 Enzymkinetik: L-Phenylalanin

Die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante und der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit erfolgte photometrisch als Dreifachbestimmung mit drei
biologischen Replikaten. Die niedrigste L-Phenylalaninkonzentration betrug 5 pM, die grof3te
2000 puM. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit fiir das Substrat L-Phenylalanin betrug bei
der Michaelis-Menten-Auftragung 17,86 + 1,64 mkat kg?'. Der Kn-Wert fur das Substrat
L-Phenylalanin konnte mit 12,11 + 1,96 uM bestimmt werden (Abb. 18, links).

N
q

4~ 0.20-

N
o
I
®
o
[y
T

1/V (kg mkat

[y
T

[y
b

(6]

spezifische Aktivitat (mkat kg™)

o

100 200 300 400 500 010 -0.05 000 005 010 015 020 0.25
1/L-Phenylalanin (uM'l)

o

L-Phenylalanin (uM)

Abb. 18 PAL 1: links: Substratséttigungskurve fur L-Phenylalanin zur Bestimmung des Km-Werts (Der Messwert bei
2 mM wurde aus der graphischen Darstellung herausgenommen.), rechts: Lineweaver-Burk-Darstellung der Werte

aus der Substratsattigungskurve (ein biologisches Replikat mit n = 3 + Standardfehler).
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Nach der Linearisierung durch eine doppelt reziproke Auftragung der Werte (Lineweaver-Burk-
Darstellung, Abb. 18, rechts) konnte ein Kn-Wert fir L-Phenylalanin von 12,25 + 1,39 uM

errechnet werden. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug 17,66 + 1,53 mkat kg™.

Ein weiteres Linearisierungsverfahren zur Bestimmung von Kn und Vmax bietet das Hanes-
Woolf-Diagramm. Hierbei wird die Substratkonzentration durch die spezifische Aktivitat
dividiert und als Funktion gegen die Substratkonzentration aufgetragen. Der Anstieg der
Regressionsgeraden betragt 1/Vmax, der Schnittpunkt mit der negativen X-Achse ist -Kn, der
Schnittpunkt mit der Y-Achse entspricht Km/Vmax. Fur die PAL 1 konnte fiir L-Phenylalanin ein
Km-Wert von 13,45 = 4,39 pM und eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit von
17,89 + 1,99 mkat kg bestimmt werden.

Zusammenfassend konnten mit der photometrischen Bestimmungsmethode und der
unterschiedlichen Auswertungs- und Darstellungsmethoden die folgenden Werte fir
Phenylalanin Ammoniak-Lyase Isoform 1 und das Substrat L-Phenylalanin ermittelt werden:

Michaelis-Menten? Lineweaver-Burk?! Hanes-Woolf!
Km (LM) 12,11 +£1,96 12,25+ 1,39 13,45 £ 4,39
Vmax (Mkat kgt) 17,86 £ 1,64 17,66 £ 1,53 17,89 £1,99
Keat (2) 1,47 £ 0,13 1,45+ 0,13 1,47 +£0,16
Keat/Km (5T M) 1,25-10° + 1,26-10* 1,19-10° + 6,56-10° 1,25-10° + 2,39-10%

1.1.5 Enzymkinetik: b-Phenylalanin

Die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante und der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit erfolgte ebenfalls photometrisch als Dreifachbestimmung mit drei
biologischen Replikaten. Die niedrigste D-Phenylalaninkonzentration betrug 100 pM, die
groite 2000 pM.

Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit fir das Substrat D-Phenylalanin betrug bei der
Michaelis-Menten-Auftragung 0,19 + 0,04 mkat kg*. Der Kn-Wert fiir b-Phenylalanin konnte
mit 189 + 84 pM bestimmt werden (Abb. 19, links). Nach der Linearisierung durch eine doppelt
reziproke Auftragung der Werte (Lineweaver-Burk-Darstellung; Abb. 19, rechts) konnte ein
Km-Wert flr das Substrat D-Phenylalanin von 236 + 90 pM errechnet werden. Die maximale

Reaktionsgeschwindigkeit betrug 0,19 + 0,04 mkat kg™.

1 Alle angegebenen Werte wurden jeweils aus den Mittelwerten von drei biologischen Replikaten
(n=3x3) * Standardfehler berechnet.
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Abb. 19 PAL 1: links: Substratséattigungskurve fiir b-Phenylalanin zur Bestimmung des Km-Werts (ein biologisches
Replikat, n = 3 £+ Standardfehler), rechts: Lineweaver-Burk-Darstellung der Werte aus der Substratséttigungskurve
(ein biologisches Replikat mit n=3 + Standardfehler).

Anhand des Hanes-Woolf-Diagramm konnte fir b-Phenylalanin ein Kn-Wert von 149 + 42 uM
und eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit von 0,17 + 0,02 mkat kg bestimmt werden.

Zusammenfassend konnten mit der photometrischen Bestimmungsmethode und der
unterschiedlichen Auswertungs- und Darstellungsmethoden die folgenden Werte fir die

Phenylalanin Ammoniak-Lyase Isoform 1 und das Substrat D-Phenylalanin ermittelt werden:

Michaelis-Menten? Lineweaver-Burk?! Hanes-Woolf!
K (M) 189 + 84 236 + 90 149 + 42
Vimax (Mkat kg2 0,19 + 0,04 0,19 + 0,04 0,17 + 0,02
Keat (1) 1,59 102+ 3,00-10°® 1,59 -102%+2,89-10° 1,38 -102%+1,74-10°3
Keat/Km (5 M) 114 + 39 84 + 25 104 + 21

1 Alle angegebenen Werte wurden jeweils aus den Mittelwerten von drei biologischen Replikaten
(n=3x3) * Standardfehler berechnet.
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1.1.6 Enzymkinetik: L-Tyrosin

Auch die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante und der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit fir L-Tyrosin erfolgte photometrisch als Dreifachbestimmung mit
drei biologischen Replikaten. Die niedrigste L-Tyrosinkonzentration betrug 200 uM, die grofite
noch messbare Konzentration 6000 pM. Hohere L-Tyrosinkonzentrationen fiihrten im
Reaktionsansatz zu einer unbekannten, nicht-reversiblen Prazipitation der Komponenten.
Daruiber hinaus konnte bis zur maximalen Konzentration keine Substratsattigung verzeichnet
werden. Aus diesem Grund wurde fur die Auswertung und Bestimmung der kinetischen
Parameter die Cornish-Bowden-Methode angewendet.

Die Cornish-Bowden-Darstellung (Eisenthal und Cornish-Bowden 1974) beschreibt eine
weitere Analysemethode zur Bestimmung von kinetischen Parametern. Sie findet besonders
bei den Messungen ihren Einsatz, deren Enzyme mit steigender Substratkonzentration keine
Substratsattigung erreichen. In diesem speziellen Fall kann die Michaelis-Menten-Darstellung
und Berechnungsmethode nicht zuverldssig angewendet werden. Die Cornish-Bowden-
Methode ist eine einfache graphische Darstellung. Fir die Auswertung und Bestimmung der
kinetischen Parameter sind keine mathematischen Formeln notwendig. Jeder ermittelte
Messwert (x = Substratkonzentration mit y = spezifische Aktivitat) wird zunachst in einem
Michaelis-Menten-Plot dargestellt. AnschlieBend werden die ermittelten Messwerte nach der

folgenden Regel erganzt:

X = negative Substratkonzentration mit Y=0
X=0 mit Y = spezifische Aktivitat

Es entstehen jeweils zwei einzelne Messpunkte, durch die im Anschluss eine Gerade gelegt
wird. Aufgrund ihrer Steigungen schneiden sich die Regressionsgeraden untereinander an
verschiedenen Punkten. Jeder dieser Punkte bildet auf der Y-Achse einen Wert fir Vmax und
auf der X-Achse einen Wert fir Kn. AnschlieRend wird der Median aus allen einzelnen
Schnittpunktwerten gebildet. Dieser ermittelte Wert bildet dann die Michaelis-Menten-
Konstante (Km) und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax).

Mit der Cornish-Bowden-Methode (Abb. 20) konnte fir das Substrat L-Tyrosin eine maximale
Reaktionsgeschwindigkeit von 0,77 + 0,06 mkat kg?' ermittelt werden. Der Kn-Wert betrug
2560 + 194 uM. Die katalytische Effizienz kca/Km betrug 25 + 1 s M. Die Wechselzahl Keat
betrug 6,32-:102 + 4,85-10° s'1,
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Abb. 20 PAL 1: Cornish-Bowen-Methode zur Bestimmung des Km-Wertes (ein biologisches Replikat,
n = 3 + Standardfehler).

1.2 Phenylalanin Ammoniak-Lyase Isoform 2 (PAL 2)

Im Vergleich zur PAL 1 besitzt die PAL 2 besitzt ein geringflgig kleineres offenes Leseraster
von 2133 Nukleotiden, welches fir 710 Aminosauren codiert. Das errechnete
Molekulargewicht betrégt 77153 Dalton und der theoretische isoelektrische Punkt liegt
geringfugig hoher bei pH 6,14. Analog zur PAL 1 besitzt auch die PAL 2 eine konservierte
Histidin Ammoniak-Lyase Signatur (gelbe Markierung), sowie eine Ala-Ser-Gly-
Tripeptidsequenz (grine Markierung) (Wu et al. 2014). Auch die potentielle auf3ere
Deckelschleife (rosa Markierung) und die Abschirm-Domane (grau unterlegt) sind in der PAL 2
vorhanden (Jun et al. 2018).

atggcgaacaacaaccgacacgtggctaccgagttgtgcattaataaggatccattgaac
M A NNNWIRUHV A TE L C I N K D P L N
tggggtttggcagcggaggcgatgacggggagtcaccttgatgaggtgaagagaatggtyg
wW G L A A E A M T G S H L D E V K R M V
gcggagttcaggaagccggtggtgaagctgggaggagagactctgacggtttctcaggtyg
A E F R K P V V K L 6 G E T L T V S Q V
gccggaattgcggctgeccggtgagagttececgttgtgacggtggagetgtcggaggecggcg
A G I A A A G E S s V vV T V E L S E A A
agggctggggtgaaggcaagtagtgattgggtgatggagagcatgaacaaaggaactggt
R A G V K A S §$S D WV M E S M N K G T G
agttacggtgtcaccaccggattcggagccacctctcaccggcggaccaagcaaggtggg
s 'y G v T T GG F G A T S H R R T K Q G G
gcacttcagaaggagctcattagatttttaaacgctggaatctttggcaacggcacagaa
AL Q K E L I R F L N A G I F G N G T E
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tcatcccacacccttccacattcagcaacaagagccgccatgectggtaagaatcaacact
s S H T L P H S A T R A A M L V R I N T
ctccttcagggttactccggtatcecgtttcgagatcttggaageccatcaccaagttectce
L ..o G ¥y s G I R F E I L E A I T K F L
aataccaacgtcaccccttgtttgccgectcececgtggcaccatcaccgectceccggecgacctt
N T NV T P CIL P L R G T I T BESEENL L
gttccgttgtcctacattgccagacttctcaccggtecgtecccaactccaaageecgttggt
v p L S Y I A R L L T G R P N S K A V G
cccaccggagaaatcctcaatgceccgaacaggcecttcaccctecgetggagtetecggtgge
Pp T GG E I L N A E Q A F T L A G V S G G
ttcttcgagctacagccaaaagaaggtctagcacttgtgaacggtacageccgtecggatcce
F F E L Q P K E G L A L V N G T A V G S
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Die NCBI Datenbank Analyse durch das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) zeigte
Ahnlichkeiten mit anderen PAL-Sequenzen aus unterschiedlichen Pflanzenarten, alles
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Vertreter der Familie Asteraceae. Die fiinf hochsten Ahnlichkeiten zeigt die nachfolgende
Tabelle 3 (Stand Februar 2021).

Tabelle 3 NCBI Datenbank Analyse fiir die PAL 2 sortiert nach absteigender Identitat/Ubereinstimmung.

Nr. Organismus Identitdt  Sequenzlange (bp) EMBL Sequenz ID
Cynara cardunculus var.

1 92 % 2353 XM_025117164.1
scolymus

2 Saussurea involucrata 88 % 2420 KR811212.1

3 Lactuca sativa 88 % 2470 XM_023912046.1

4 Helianthus annuus 84 % 2440 XM_022150314.2

5  Cichorium intybus 84 % 2341 KP752086.1

1.2.1 Expression der PAL 2 in Escherichia coli

Da auch die Expression des PAL 2 Gens im Vektor pET15b geplant war, wurden an dem
5°-Ende der Sequenz eine Ndel- und am 3'-Ende eine Xhol Schnittstelle angefiigt. Jedoch war
die Ligation der Sequenz in den Expressionsvektor nicht erfolgreich. Da sich herausstellte,
dass die Expression der PAL 1 im pET15b Vektor nicht erfolgreich war, wurden die
Ligationsversuche der PAL 2 in pET15b hier abgebrochen.

Nachfolgend wurde die Restriktionsschnittstelle am 3°-Ende der PAL 2 Sequenz fir eine
Klonierung in den pRSET C Vektor angepasst. Die neue Restriktionsschnittstelle wurde auf
das Enzym EcoRI modifiziert. Die darauffolgende Ligation in den neuen Vektor, sowie die
Transformation und Expression in den SoluBL21 Zellen waren erfolgreich.

Aufgrund der sechs hintereinander liegenden Histidinreste am N-terminalen Anfang des
heterolog exprimierten Proteins lie sich auch die PAL 2 nachfolgend durch die
Chromatographie Uber eine Nickel-Nitriloessigsaure-Matrix (Ni-NTA) isolieren und aufreinigen.
Abb. 21 zeigt ein SDS-Polyacrylamidgel mit den einzelnen Aufreinigungsfraktionen. Hierbei
konnten pro Expression Proteinmengen von bis zu 70 mg pro 100 ml Bakterienkultur erzielt

werden.
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kDa 1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 21 PAL 2: SDS-PAGE der Fraktionen einer Aufreinigung der mit N-terminalem 6x-His-tag versehenen PAL 2
Uber Metallchelatchromatographie, 1. Rohextrakt, 2. Durchfluss, 3. Waschen |, 4. Waschen II, 5. Waschen llI;

6. Elution I, 7. Elution Il, 8. Elution 1lI

1.2.2 Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Wertes

Fur die Bestimmung des optimalen pH-Wertes wurden drei unterschiedliche Puffersysteme
getestet. Die hochste spezifische Enzymaktivitat von 29 mkat kg™ wurde im Borsaure-Borax-
Puffer bei pH 8,2 ermittelt (Abb. 22). Im Tris/HCI-Puffer liegt das pH-Optimum bei pH 8,4 mit
einer spezifischen Aktivitat von 27 mkat kg™*. Die hochste enzymatische Aktivitat liegt beim

CAPS-Puffer bei pH 9,6.
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Abb. 22 PAL 2: Bestimmung des optimalen Puffers und pH-Werts fur PAL Isoform 2 (n = 3 £ Standardfehler).
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1.2.3 Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur

Fur die Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur wurde bei der Isoform 2 ein
0,5 M Tris/HCI-Puffer pH 8,5 Puffer verwendet. Die nachfolgende Abb. 23 zeigt eine hohe
spezifische Aktivitat von 87 mkat kg* am Temperaturoptimum von 60°C.

100+
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70+
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40+
304
20+

spezifische Aktivitat (mkat kg'l)

104
0

T T T T T T T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatur (°C)

Abb. 23 PAL 2: Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur der PAL Isoform 2 (n = 3 + Standardfehler).

1.2.4 Enzymkinetik: L-Phenylalanin

Die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante und der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit erfolgte photometrisch als Dreifachbestimmung mit drei
biologischen Replikaten. Die niedrigste L-Phenylalaninkonzentration im Reaktionsansatz
betrug 5 UM und die grofite 2000 pM. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit fir
L-Phenylalanin bei der Michaelis-Menten-Auftragung betrug 16,1 + 1,8 mkat kg*. Der Kn-Wert
fir das Substrat L-Phenylalanin konnte mit 27,7 + 5,8 uM bestimmt werden (Abb. 24, links).

Nach der Linearisierung der Werte (Lineweaver-Burk-Darstellung Abb. 24, rechts) konnte eine
maximale Reaktionsgeschwindigkeit von 16,7 + 1,7 mkat kg™ errechnet werden. Der Kn-Wert

fur das Substrat L-Phenylalanin betrug 33,7 £ 5,2 uM.
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Abb. 24 PAL 2: links: Substratsattigungskurve fir L-Phenylalanin zur Bestimmung des Km-Werts (Der Messwert bei
2 mM wurde aus der graphischen Darstellung herausgenommen.), rechts: Lineweaver-Burk-Darstellung der Werte
aus der Substratsattigungskurve (ein biologisches Replikat mit n = 3 + Standardfehler).

Anhand des Hanes-Woolf-Linearisierungsverfahrens konnte fur L-Phenylalanin ein Kn-Wert

von 35,2 + 4,2 uM und eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit von 17,3 + 1,7 mkat kg™
bestimmt werden.

Fur das L-Phenylalanin konnten zusammenfassend die folgenden Werte ermittelt werden:

Michaelis-Menten? Lineweaver-Burk?! Hanes-Woolf!
K (M) 27,7+58 33,8+5,2 352+4,2
Vimax (Mkat kgt 16,1+1,8 16,7 +1,7 17,3+ 1,7
Keat (2) 1,31 £ 0,17 1,36 £ 0,16 1,41+0,16
Keat/Km (5T M) 5,04-10* + 5,65-10° 3,25-10*+1,30-10° 4,05-10*+1,74-10°

1.2.5 Enzymkinetik: b-Phenylalanin

Auch die Bestimmung von Ky und Vmax fir das D-Phenylalanin erfolgte photometrisch als

Dreifachbestimmung mit drei biologischen Replikaten. Die kleinste Substratkonzentration
betrug 100 uM, die gréf3te 2000 pM.

1 Alle angegebenen Werte wurden jeweils aus den Mittelwerten von drei biologischen Replikaten
(n=3x3) * Standardfehler berechnet.
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Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit flr D-Phenylalanin bei der Michaelis-Menten-
Auftragung (Abb. 25, links) betrug 0,21 + 0,01 mkat kg?'. Der Kn-Wert fur D-Phenylalanin
wurde mit 177 + 47 uM errechnet.
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Abb. 25 PAL 2: links: Substratsattigungskurve fiur bp-Phenylalanin zur Bestimmung des Km-Werts. rechts:
Lineweaver-Burk-Darstellung der Werte aus der Substratséttigungskurve (ein biologisches Replikat mit n =3 +
Standardfehler).

Durch eine doppelt reziproke Auftragung der Werte (Lineweaver-Burk-Darstellung, Abb. 25,
rechts) konnte fur D-Phenylalanin ein Kn-Wert von 146 + 1,8 UM errechnet werden. Die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug 0,20 + 0,01 mkat kg?. Durch das Hanes-Woolf-
Diagramm konnte fur D-Phenylalanin ein Kn-Wert von 153 + 41 pM und eine maximale
Reaktionsgeschwindigkeit von 0,19 + 0,01 mkat kg bestimmt werden.

Zusammenfassend konnten anhand der unterschiedlichen Auswertungs- und

Darstellungsmethoden die folgenden Werte fur das D-Phenylalanin ermittelt werden:

Michaelis-Menten? Lineweaver-Burk?! Hanes-Woolf!
Km (UM) 177 + 47 146 +1,8 153 + 41
Vimax (Mkat kg 0,21+ 0,01 0,20 + 0,01 0,19 + 0,01
Keat (1) 1,75-102+1,02-10° 1,65-102+1,01-10°® 1,55-102+1,04-10°3
Keat/Km (52 M) 116 + 33 113+5 121+ 38

1 Alle angegebenen Werte wurden jeweils aus den Mittelwerten von drei biologischen Replikaten
(n=3x3) * Standardfehler berechnet.
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1.2.6 Enzymkinetik: L-Tyrosin

Uber die Cornish-Bowden-Methode (Abb. 26) konnte fiir die PAL 2 und das Substrat L-Tyrosin
eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit von 0,25 + 0,06 mkat kg™ errechnet werden. Der
Km-Wert betragt 2375 + 841 uM. Die Wechselzahl kca betrug 2,09-102 + 9,28-10° s*. Die
katalytische Effizienz kca/Km betrug 8,59 + 0,91 s* M.

spézifische Aktivitat (ukat kg)

-6000 -5000 -4000 -3000 -2000 -1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
L-Tyrosin (UM)

Abb. 26 PAL 2: Cornish-Bowden-Methode zur Bestimmung des Km-Werts (ein biologisches Replikat
(n = 3 £ Standardfehler)
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2. Coniferylalkohol Dehydrogenase (CAD)

Mit Hilfe der NCBI Datenbank konnte bereits eine partiell vorliegende CAD Sequenz
(414 Nukleotide lang) von S. marianum (KP861884.1) ausfindig gemacht werden. Nach der
Synthese eines spezifischen, vorwérts gerichteten Primers konnte durch die sogenannte
3-RACE Polymerasekettenreaktion der fehlende hintere Sequenzabschnitt erfolgreich
amplifiziert und als zugehdrige CAD identifiziert werden. Durch die 5'-RACE PCR konnte im
Anschluss die vollstandige N-terminale Nucleotidsequenz verifiziert werden. Die folgende Abb.
27 zeigt die amplifizierte CAD Volllange.
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Abb. 27 Amplifikation der Volllangensequenz der Coniferylalkohol Dehydrogenase

Die Coniferylalkohol Dehydrogenase besitzt in ihrer Gesamtlange ein offenes Leseraster von
1083 Nukleotiden, welches codierend ist fir 342 Aminosauren. Das errechnete
Molekulargewicht betragt 38855 Dalton und der theoretische isoelekirische Punkt liegt bei
pH 6,56. Das Protein besitzt zwei Zink-lonen Bindedoméanen (hellblau und griine Markierung)
und eine besonders stark konservierte NADPH,-Bindedomane (gelbe Markierung) (Chao et
al. 2014).

atggcgaaatctccagagacggaacatccaatcaaggcctatggatatgectgctcgagac
M A K S P E T EH P I K A Y G Y A A R D
acttccggaatactttctcecctcectcaccttctececcgaagggctactggtgataaggacgtyg
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100



ERGEBNISSE — CONIFERYLALKOHOL DEHYDROGENASE
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Eine erneute Datenbank Analyse durch das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) des

National Center for Biotechnology Information (NCBI) zeigte Ahnlichkeiten mit weiteren CAD

Sequenzen aus unterschiedlichen Pflanzenarten. Die fiinf hochsten Ahnlichkeiten zeigt die

nachfolgende Tabelle 4 (Stand Februar 2021). Die genannten &ahnlichsten Sequenzen

stammen von Arten aus der Familie Asteraceae.

Tabelle 4 NCBI Datenbank Analyse fiir die CAD sortiert nach absteigender Identitat/Ubereinstimmung

Nr. Organismus Identitdt  Sequenzldnge (bp) EMBL Sequenz ID
Cynara cardunculus var.
1 93 % 1252 XM_025116069.1
scolymus
2 Carthamus tinctorius 92 % 1297 AB576774.1
3 Lactuca sativa 85 % 1278 XM_023879803.1
4 Helianthus annuus 83 % 1334 XM_022154290.1
5  Tanacetum cinerariifolium 78 % 1092 MK139706.1
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2.1 Expression der CAD in Escherichia coli

Da eine Expression des CAD Gens im Vektor pET15b geplant war, wurden am 5 -Ende der
Sequenz eine Ndel- und am 3'-Ende eine BamHI Schnittstelle eingefigt. Nachdem die CAD
Volllange erfolgreich amplifiziert werden konnte, wurde die Sequenz mit Hilfe des pDRIVE
Vektors vervielféaltigt. Nach der Isolierung des pDRIVE Vektors aus den E. coli Zellen wurde
das Zielgen an den entsprechenden Restriktionsschnittstellen herausgeschnitten. Leider war
trotz mehrmaliger Versuche eine Ligation der CAD Sequenz in den Expressionsvektor pET15b
nicht erfolgreich.

Daraufhin wurde erneut eine PCR mit frisch isolierter mRNA (cDNA) aus einem Samling
(Pflanzenwachstum bis ca. 10 cm) durchgefuhrt. Unmittelbar nach der PCR wurde das Produkt
Uber die Agarosegelelektrophorese aufgereinigt und im Anschluss mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Ndel passend auf den pET15b zugeschnitten. Mithilfe der
T4 DNA-Ligase konnte das Zielgen in den Vektor ligiert und anschlieBend direkt in die

SoluBL21 Zellen eingebracht werden.

Nach erfolgreicher Transformation konnte eine rekombinante Proteinproduktion durchgefihrt
werden. Eine anschlieBende Anti-His-Tag Aufreinigung Uber eine Nickel-Nitriloessigsaure-
Matrix (Ni-NTA) Chromatographie war ebenfalls erfolgreich (Abb. 28).
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Abb. 28 CAD: SDS-PAGE der Elutionsfraktionen einer CAD mit N-terminalem 6x-His-tag aus der
Metallchelatchromatographie 1. Elution |, 2. Elution Il, 3. Elution IlI, 4. Gber PD10-S&aule umgepuffertes Enzym

2.2 Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Wertes

Fur die Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Wertes wurden vier verschiedene
Puffersysteme getestet. Die héchste spezifische Enzymaktivitat von 1012 mkat kgt wurde im
CHES-Puffer bei pH 9,1 ermittelt (Abb. 29). Im CAPS-Puffer wurde die hdchste Enzymaktivitat
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bei pH 9,6 mit 988 mkat kg nachgewiesen. Im Tris/HCI-Puffer liegt das Optimum bei pH 8,8
mit einer spezifischen Aktivitat von 348 mkat kg und im Kaliumphosphat Puffer bei pH 8,5 mit
einem Wert von 279 mkat kg™.

Durch die Zugabe des Substrates Coniferylalkohol wurde beim CHES- und Kaliumphosphat-
Puffer eine Gelbfarbung des Reaktionsansatzes beobachtet. Diese Verfarbung erschwerte die
photometrische Messung und nahm mit steigendem pH-Wert an Intensitat zu. Trotz der
deutlich  geringeren spezifischen Enzymaktivitdt wurden zur Vermeidung von
Messungenauigkeiten alle weiteren biochemischen Charakterisierungen in einem
0,1 M Tris/HCI Puffer pH 8,8 durchgefihrt (vgl. Burkh et al. 2012, O"Malley et al. 1992).

e 0,5 M Kaliumphosphat Puffer
-®- 0,5 M Tris/HCI Puffer
1200+
-& 0,5 M CAPS Puffer

-¥- 0,5M CHES Puffer

< 1000- 4
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2 200-
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Abb. 29 CAD: Bestimmung des optimalen pH-Wertes in verschiedenen Puffersystemen
(n = 3 £ Standardabweichung).

2.3 Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur
Fur die Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur wurde bei der CAD ein
0,1 M Tris/HCI pH 8,8 Puffer verwendet. Die nachfolgende Abb. 30 zeigt eine hohe spezifische

Aktivitat von 637 mkat kg am Temperaturoptimum von 55 °C.
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Abb. 30 CAD: Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur CAD (n = 3 + Standardfehler).

2.4 Enzymkinetik: Coniferylalkohol

Die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante und der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit erfolgte photometrisch als Dreifachbestimmung mit drei
biologischen Replikaten. Der Kn-Wert fiir das Substrat Coniferylalkohol konnte bei der
Michaelis-Menten-Auftragung (Abb. 31, links) mit 25,0 £ 5,1 uM bestimmt werden. Die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit fir das Substrat Coniferylalkohol konnte mit 746 *

149 mkat kg! bestimmt werden.
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Abb. 31 CAD: links: Substratsattigungskurve fiir Coniferylalkohol zur Bestimmung des Km-Werts (ein biologisches

Replikat, n = 3 + Standardfehler). rechts: Lineweaver-Burk-Darstellung der Werte aus der Substratsattigungskurve

(ein biologisches Replikat mit n = 3 £ Standardfehler).
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Nach der Linearisierung der Werte (Lineweaver-Burk-Darstellung (Abb. 31, rechts) konnte flr
Coniferylalkohol ein Kn-Wert von 19,3+ 3,4 uM errechnet werden. Die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit konnte auf einen Wert von 706 + 147 mkat kg festgelegt werden.
Durch Hanes-Woolf-Methode konnte ein Kn-Wert von 29,2 + 6,9 uM errechnet werden. Die

maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug 742 + 181 mkat kg™.

Zusammenfassend konnten anhand der unterschiedlichen  Auswertungs- und
Darstellungsmethoden fur die Coniferylalkohol Dehydrogenase und das Substrat
Coniferylalkohol die folgenden Werte ermittelt werden:

Michaelis-Menten? Lineweaver-Burk? Hanes-Woolf!
K (M) 25,0+5,1 19,3 + 3,4 29,2+ 6,9
Vmax (Mmkat kg?) 746 £ 149 706 £ 147 742 £ 181
Keat (52) 30,6 + 6,1 29,0 + 6,0 30,5+ 7,4
Keat/Km (5T M) 1,36-10° + 3,65-10° 1,55-108 + 2,93-10° 1,04-108 + 7,09-10%

2.5 Enzymkinetik: NADP*

Fur die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante wurde die Konzentration des Substrats
Coniferylalkohol im Ansatz auf 400 pM festgelegt. Es wurden NADP* Konzentrationen von
10 uM bis 50 pM gewahlt. Die Messungen erfolgten als Dreifachbestimmung bei
drei biologischen Replikaten.

Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit fir das NADP* bei der Michaelis-Menten-Auftragung
(Abb. 32, links) betrug 279 + 23 mkat kg™ und der Kn-Wert konnte auf 3,2 + 0,3 uM bestimmt

werden.

Durch eine Linearisierung und doppelt reziproken Darstellung der Werte (Lineweaver-Burk-
Darstellung, Abb. 32, rechts) konnte fir das NADP* ein Kn-Wert von 3,7 + 1,0 uM errechnet

werden. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug 274 + 24 mkat kg™.

1Alle angegebenen Werte wurden jeweils aus den Mittelwerten von drei biologischen Replikaten (n=3x3)
+ Standardfehler berechnet.
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Abb. 32 CAD: CAD: links: Substratsattigungskurve fir NADP* zur Bestimmung des Km-Werts (ein biologisches
Replikat, n = 3 + Standardfehler); rechts: Lineweaver-Burk-Darstellung der Werte aus der Substratséattigungskurve
(ein biologisches Replikat mit n = 3 + Standardfehler).

Durch das Linearisierungsverfahren von Hanes-Woolf konnte fiir den Cofaktor NADP* ein
Km-Wert von 3,1 + 0,7 uM bestimmt werden. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug
274 + 10 mkat kg™.

Zusammenfassend konnten fur den Cofaktor NADP* die folgenden Werte ermittelt werden:

Michaelis-Menten? Lineweaver-Burk? Hanes-Woolf!
Km (UM) 32+0,3 37+1,0 3,1+0,7
Vimax (mkat kg?) 279 + 23 274 + 24 274 + 10
Keat (52 11,4+ 0,9 11,3+1,0 11,2+0,4
Keat/Km (5T M) 3,70-10° + 5,95-10° 3,41-10°+ 6,24:10°  4,23-10°+ 1,22-10°

1 Alle angegebenen Werte wurden jeweils aus den Mittelwerten von drei biologischen Replikaten
(n=3x3) * Standardfehler berechnet.
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3. Cinnamoyl-CoA Reduktase (CCR)

Mit Hilfe der 3"-RACE Polymerasekettenreaktion und spezifischen Primern aus einer
konservierten Region bereits bekannter CCR Sequenzen, konnte zundchst nur ein
Teilsequenzabschnitt amplifiziert werden. Diese Nukleotidsequenz ist codierend fir
248 Aminosauren der Cinnamoyl-CoA Reduktase aus Silybum marianum. Leider konnten
durch die 5"-RACE PCR die fehlenden N-terminalen Sequenzbereiche nicht amplifiziert und
charakterisiert werden. Eine NCBI Datenbank Analyse der bereits vorhandenen S. marianum
CCR Sequenz durch das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) ergab einige Treffer mit
verschiedenen CCR Sequenzen artverwandter Pflanzen. Leider besitzen diese eine sehr hohe
Sequenzvariabilitdt innerhalb des N-terminalen Bereiches.

Durch eine erneute BLAST Suche mit dem bekannten CCR Teilsequenzabschnitt in der
ONEKP Plants Datenbank der China National Genebank Database (CNGBdb) konnten
schlie3lich die fehlenden CCR Sequenzabschnitte von S. marianum identifiziert werden. Neue
genspezifische Volllangenprimer wurden erstellt und flir eine Expression im pET15b Vektor
am 5°-Ende mit einer Ndel- und am 3'-Ende mit einer Xhol Schnittstelle ausgestattet. Die

nachfolgende Abb. 33 zeigt die amplifizierte Volllange der Cinnamoyl-CoA Reduktase.
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Abb. 33 Amplifizierte CCR Volllange
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Die CCR besitzt ein offenes Leseraster von 1005 Nukleotiden und wird aus 335 Aminosauren
gebildet. Das errechnete Molekulargewicht betragt 37081 Dalton und der theoretische
isoelektrische Punkt liegt bei pH 6,02.

Die nachfolgenden, hellgrau unterlegten Aminosauresequenzen beschreiben einen
konservierten Bereich, welcher fir die NADP* Bindung verantwortlich ist. Gelb unterlegte
Sequenzabschnitte kdnnen sowohl NAD*, als auch NADP* binden. Das aktive Zentrum (griine
Markierung) wird zusatzlich von den einzelnen, hellblau markierten Aminoséauren gebildet
(Chao et al. 2017).

atgtctccggcatccaaccaaatcatttgtgtcaccggcgeccggecggattcatagettca
M s P A S NOQ I I C VT G A G G F I A S
tggatggtcaaattgctattggacaaaggttatattgtcagaggaacagttagaaatcca
w M VvV K L L L D K G Y I VvV R G T V R N P
gatgatccgaagaatgtccatttgagagagcttgaaggtgcaaaggagagattaactcta
b b P K N VvV H L R E L E G A K E R L T L
tacaaagccgatcttctcgattttgagagcttgecgtgaagccattaatggectgtgacggt
Yy K A D L L D F E S L R E A I N G C D G
gtttttcataccgcttctceccgttacagacgatcctgaacaaatggtggageccggeggtyg
v F H T A S P VvV T D D P E O M V E P A V
atcggaacaaagaatgtaatagtggcggcggctgaatctaaagtccggcgagttgtatte
I 6 T K NV I VA A A E S K V R R V V F
acatcgtcaatcggagctgtgtatatggatccacatcgtggtcctgatgatgttgttgat
T s s I G A VvV Yy M D P H R G P D D V V D
gaaagctgctggagtgatcttgagttctgcaagaacaccaagaattggtattgctacggg
E s ¢ w s D L E F C K N T K N W Y C Y G
aaagcggtggcagaacaggctgcatgggacgaggctaaggcgagagaggttgacttggtyg
K A VvV A E Q A A W D E A K A R E V D L V
gtggttaacccggtgttggttttgggaccgttgttgcaacccacggtcaatgccagecatt
v v N P V L V L G P L L QQ P T V N A S I
attcatatcctaaagtacctaaccggctcagcaaagacctatgccaattcagtccaagcec
I # I L XK Y L. T G S A K T Y A N S V Q A
tacgtccatgttagagatgtggcacttgcacacattctactctttgagactccttcaget
Yy v H v R D V A L A H I L L F E T P S A
tcgggtcgcectatctatgtgctgagagegtgettcaccgtggtgaagtcgtagaaattcetce
s G R Y L ¢C A E S V L HR G E V V E I L
gccaagtttttccctgaatacccaattcccaccaagtgttctgatgagataaagccaaga
A K F F P E Y P I P T K C s D E I K P R
gcaaagccatacaaattctcgaaccaaaagcttaaggatttaggtttggaatttacacca
A K P Y K F S N Q K L K D L G L E F T P
gtgaagcagtgtttatatgagacggtcaagagcttacaagagaagggtcacctgcecggtg
v K ¢ ¢ L ¥ E T Vv K S L Q9 E K G H L P V
caaccgaccgcccacaccgatgatcacatccgtatccagtctaat
Q P T A H T D D H I R I Q S N

Eine Datenbank Analyse durch das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) des National
Center for Biotechnology Information (NCBI) zeigte Ahnlichkeiten mit weiteren CCR
Sequenzen aus unterschiedlichen Pflanzenarten. Die funf hochsten Ahnlichkeiten zeigt die
nachfolgende Tabelle 5 (Stand Februar 2021).
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Tabelle 5 NCBI Datenbank Analyse fiir die CCR sortiert nach absteigender Identitat/Ubereinstimmung.

Nr. Organismus Identitdt  Sequenzlénge (bp) EMBL Sequenz ID

Cynara cardunculus var.

1 94 % 1245 XM_025114650.1
scolymus

2 Helianthus annuus 83 % 1396 XM_022162849.1

3 Lactuca sativa 83 % 1101 XM_023888269.1

4 Codonopsis lanceolata 82 % 1232 AB243011.1

5 Camellia sinensis 81 % 1507 XM_028210263.1

3.1 Expression der rekombinanten CCR

Da eine Expression des CCR Gens im Vektor pET15b geplant war, wurden an dem 5 -Ende
der Sequenz eine Ndel- und am 3'-Ende eine Xhol Restriktionsschnittstelle eingefuigt. Die
Expression der in pET15b eingebrachten Sequenz in SoluBL21 Zellen war erfolgreich. Mit Hilfe
der Metallchelatchromatographie Uber eine Nickel-Nitriloessigsaure-Matrix (Ni-NTA) konnte
das heterolog exprimierte Protein isoliert und aufgereinigt werden. Abb. 34 zeigt eine Western
Blot Membran mit den einzelnen Aufreinigungsfraktionen. Es konnten pro Expression

Proteinmengen von bis zu 185 mg pro 100 ml Bakterienkultur erzielt werden.

Abb. 34 CCR: Western Blot der Fraktionen einer Aufreinigung der mit N-terminalem 6x-His-tag versehenen CCR
Uber Metallchelatchromatographie nach SDS-PAGE. Die Detektion erfolgte mit Maus-Anti-His-Antikérpern und
Alkalische Phosphatase-gekoppelten Sekundarantikérpern mit BCIP/NBT-Farbung: 1. Rohextrakt, 2. Durchfluss,
3. Waschen |, 4. Waschen Il, 5. Waschen Ill; 6. Elution |, 7. Elution Il, 8. Elution Ill 9. Uber PD 10-Saule
umgepuffertes Enzym

3.2 Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Wertes

Fir die Bestimmung des optimalen pH-Wertes wurden zwei verschiedene Puffersysteme
getestet. Sowohl das Substrat (Coenzym A Ester), als auch der Cofaktor (NADPH2/NADHo)
und das Produkt (Aldehyd) besitzen ihr Absorptionsmaximum in demselben

109



ERGEBNISSE — CINNAMOYL-COA REDUKTASE

Wellenlangenbereich zwischen 310 und 390 nm. Wegen dieser Uberlagerung lassen sich die
einzelnen Spektren in diesem Wellenlangenbereich nicht ausreichend voneinander trennen.
Aus diesem Grund erfolgt die graphische Darstellung der Enzymaktivitat in Abb. 35 als
Abnahme der NADPH,-Absorption bei 366 nm pro Zeiteinheit gegen den pH-Wert. Alle
weiteren photometrischen Bestimmungen und Auswertungen bezlglich der CCR in diesem
Kapitel erfolgten nach der Berechnungsmethode von Lideritz und Griesebach (1971). Die
hochste lineare Abnahme der Extinktion pro Sekunde (AE s™) wurde im Britton-Robinson-
Puffer pH 6,5 ermittelt.

7.0x104
-®- 0,5 MKaliumphosphat Puffer
6.0x104 S
-2 (0,04 M Britton-Robinson Puffer
5.0x104 S
\—Ii 40)(104 1
(70}
L
< 3.0x10"% -
2.0x104 1
1.0x104 A
0 T T T T 'H 1
3 4 5 6 7 8 9

pH-Wert

Abb. 35 CCR: Bestimmung des optimalen pH-Wertes der CCR (Substrat: 4-Cumaroyl-CoA, Cofaktor: NADPHz,
n = 3 £ Standardfehler).

3.3 Vergleich unterschiedlicher Hydroxycinnamoyl-CoA Thioester

Die CCR akzeptiert neben dem Feruloyl-CoA noch weitere Coenzym A Thioester als
Substrate. FUr den Vergleich wurden die enzymatischen Aktivitaten mit 4-Cumaroyl-CoA,
Caffeoyl-CoA, Feruloyl-CoA und Sinapoyl-CoA gemessen und als Abnahme der NADPH-

Absorption bei 366 nm pro Zeiteinheit und Proteingesamtmenge angegeben.

Dabei konnte die hochste Abnahme der NADPH, Absorption bei 366 nm pro Zeiteinheit und
Proteingesamtmenge (AE s kg™*) mit Feruloyl-CoA als Substrat bestimmt werden. Diese
Aktivitat dient als Vergleichswert zu den anderen Substraten und wurde auf 100 % gesetzt
(Abb. 36). Die Absorptionsanderung (AE s kg?) liegt mit Sinapoyl-CoA als Substrat bei 52 %.
Mit 4-Cumaroyl-CoA besitzt die CCR nur noch eine Absorptionsdnderung von 3 %. Und mit
Caffeoyl-CoA 2 %.
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Abb. 36 CCR: Vergleich unterschiedlicher Hydroxycinnamoyl-CoA Thioester als Substrat (n = 3 + Standardfehler).

3.4 Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur

Fur die Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur wurde bei der CCR ein
0,1 M Natrium-Kalium-Phosphatpuffer pH 6,25 (Llderitz und Griesebach 1971) verwendet.
Die optimale Reaktionstemperatur liegt im Bereich zwischen 29 °C und 34 °C. Die
nachfolgende Abb. 37 zeigt eine hohe spezifische Aktivitat von 10,8 + 0,9 mkat kg bei einer
Temperatur von 29,0 °C. Bei 33,7 °C betragt die spezifische Aktivitat 10,8 + 0,6 mkat kg™.
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Abb. 37 CCR: Photometrische Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur der Cinnamoyl-CoA Reduktase.
Substrat: Feruloyl-CoA, Cofaktor: NADPH:2 (n = 3 = Standardfehler).
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3.5 Enzymkinetik: Feruloyl-CoA (Cofaktor: NADPH2)

Fur die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante und der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit wurden Feruloyl-CoA-Konzentration zwischen 5 uM und 40 uM
getestet. Die Konzentration des Cosubstrates NADPH. wurde im Ansatz auf 100 uM
festgelegt. Die Messungen erfolgten photometrisch als Dreifachbestimmung bei drei
biologischen Replikaten.

Fur das Substrat Feruloyl-CoA betrug die maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei der
Michaelis-Menten-Auftragung (Abb. 38, links) 3561 + 604 pkat kg™ und der Kn-Wert 15,0 +
2,9 uM.

Nach der Linearisierung durch eine doppelt reziproke Auftragung der Werte (Lineweaver-Burk-
Darstellung, Abb. 38, rechts) konnte flr Feruloyl-CoA ein Kn-Wert von 39,6 + 9,1 uM errechnet
werden. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug 3567 + 598 pkat kg™.
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Abb. 38 CCR: links: Substratsattigungskurve fur Feruloyl-CoA zur Bestimmung des Km-Wertes. Cofaktor:
100 uM NADPHz; rechts: Lineweaver-Burk-Darstellung der Werte aus der Substratsattigungskurve (ein
biologisches Replikat mit n = 3 + Standardfehler).

Durch die Hanes-Woolf-Darstellung konnte fir das Feruloyl-CoA ein Kyn-Wert von
20,9 £ 9,4 pM errechnet werden. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug 3264 +
953 pkat kg™.
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Zusammenfassend konnten anhand der photometrischen Bestimmungsmethode und der
unterschiedlichen Auswertungs- und Darstellungsmethoden die folgenden Werte fir Feruloyl-

CoA ermittelt werden:

Michaelis-Menten? Lineweaver-Burk?! Hanes-Woolf!
Km (UM) 15,0+ 2,9 39,6 £ 9,1 20,9 + 9,4
Vimax (HKat kg?) 3561 + 604 5233 + 1764 4140 + 949
Keat (8) 0,14 £ 0,02 0,21 £ 0,07 0,17 £ 0,04

Kea/Km (s M) 1,06:10* + 3,21-103 5,98-10°+2,18:10°  9,90-10% + 2,93-10°

3.6 Enzymkinetik: Feruloyl-CoA (Cofaktor NADH2)

Die Bestimmung der kinetischen Parameter fiir das Substrat Feruloyl-CoA mit NADH; als
Cosubstrat wurde Uber die Cornish-Bowden-Methode ausgewertet. Mit steigender
Substratkonzentration konnte keine Substratsattigung erreicht werden. Feruloyl-CoA
Konzentrationen tber 40 uM konnten aufgrund der starken Eigenabsorption der einzelnen
Komponenten im Testansatz nicht weiter vermessen werden. Die Kkleinste
Substratkonzentration betrug 2,5 uM. Die Konzentration des Cosubstrats NADH; wurde im
Ansatz auf 100 uM festgelegt. Die Messungen erfolgten als Dreifachbestimmung fur drei
biologischen Replikate.

Es konnte ein Kn-Wert fir Feruloyl-CoA von 149 + 19 pM und eine maximale
Reaktionsgeschwindigkeit von 469 + 172 pkat kg?! ermittelt werden (Abb. 39). Die
Wechselzahl k.o betrug 0,019 + 0,007 s. Die katalytische Effizienz kea/Km betrug 1,37 - 10° +
5,90 - 102 st ML

1 Alle angegebenen Werte wurden jeweils aus den Mittelwerten von drei biologischen Replikaten
(n=3x3) * Standardfehler berechnet.
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Abb. 39 CCR: Cornish-Bowden-Darstellung zur Bestimmung des Km- und Vmax-Wertes fur Feruloyl-CoA (ein
biologisches Replikat, n = 3 + Standardfehler), Cosubstrat: NADHz.

3.7 Enzymkinetik: NADPH2 (Substrat Feruloyl-CoA)

Fur die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante und der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit fir NADPH; als Cosubstrat betrug die geringste Konzentration
5 uM, die hdchste 150 uM. Die Konzentration des Feruloyl-CoA wurde im Ansatz auf 25 uM
festgelegt. Die Messungen erfolgten photometrisch als Dreifachbestimmung bei drei
biologischen Replikaten. Bei der Michaelis-Menten-Darstellung (Abb. 40, links) konnte ein
Km-Wert von 22,9 + 5,8 uM und eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit von 4310 + 780 pkat
kg ermittelt werden.
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Abb. 40 links: Substratsattigungskurve fir NADPH2 zur Bestimmung des Km-Wertes. Substrat: 25 uM Feruloyl-

CoA, rechts: Lineweaver-Burk-Darstellung der Werte aus der Substratsattigungskurve (ein biologisches Replikat

mit n = 3 = Standardfehler).

Nach der Linearisierung durch eine doppelt reziproke Auftragung der Werte (Lineweaver-Burk-
Darstellung, Abb. 40 rechts) konnte ein Kn-Wert fur das NADPH2 von 24,9 + 7,6 uM errechnet
werden. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug 3931 + 895 pkat kg™.

Mit der Hanes-Woolf-Funktion konnte ein Kn-Wert von 24,1 + 9,2 uM errechnet werden. Die

maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug 4285 + 702 pkat kg™.

Zusammenfassend konnten anhand der

unterschiedlichen

Auswertungs- und

Darstellungsmethoden die folgenden Werte fur das Substrat Feruloyl-CoA ermittelt werden:

Michaelis-Menten?

Lineweaver-Burk?!

Hanes-Woolf?!

K (M) 229+5,8 24,9+ 7,6
Vimax (pkat kgt 4310 + 780 3931 + 895
Keat (S 0,18 + 0,03 0,16 + 0,04

KeatKm (S M) 1,05-10% + 5,08-10°

3.8 Enzymkinetik: NADH2 (Substrat Feruloyl-CoA)

8,54-10% + 3,72-10°

24,1+£9,2

4285 + 702

0,17 £ 0,03
1,05-10% + 4,34-10°

Die Bestimmung von Km und Vmax fir NADH. wurde Uber die Cornish-Bowden-Methode

durchgefuhrt (Abb. 41). Die Konzentration des Feruloyl-CoA wurde im Ansatz auf 25 pM

festgelegt. Die niedrigste eingesetzte NADH, Konzentration betrug 5 pM. Die hdchste noch

1 Alle angegebenen Werte wurden jeweils aus den Mittelwerten von drei biologischen Replikaten

(n=3x3) * Standardfehler berechnet.
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auswertbare Konzentration 150 uM. Die Messungen erfolgten als Dreifachbestimmung fur drei

biologische Replikate.
Es konnte fiir NADH, eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit von 685 + 12 pkat kg™ ermittelt
werden. Der Kn-Wert betragt 68 + 7 uM und die katalytische Effizienz Kea/Km 421 + 57 st M2,

Die Wechselzahl kcat betrug 2,79 - 102 + 5,04 - 10% s,
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Abb. 41 CCR: Cornish-Bowden-Darstellung zur Bestimmung der Km- und Vma-Werte fir Feruloyl-CoA (ein
biologisches Replikat, n = 3 + Standardfehler), Cosubstrat: NADH..

3.9 Enzymkinetik: Sinapoyl-CoA (Cofaktor: NADPH2)
Auch die
Reaktionsgeschwindigkeit flr das Substrat Sinapoyl-CoA wurde Uber die Cornish-Bowden-
Methode durchgefiihrt (Abb. 42). Die niedrigste Substratkonzentration betrug 2,5 pM.

Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante und der maximalen

Aufgrund der starken Eigenabsorption konnten Sinapoyl-CoA-Konzentrationen gréRer 60 pM
im Testansatz nicht vermessen werden. Die Konzentration des Cosubstrats NADPH; im
Ansatz wurde auf 100 pM festgelegt. Die Messungen erfolgten als Dreifachbestimmung fur
drei biologische Replikate.

Es konnte fur Sinapoyl-CoA ein Vmax von 990 + 132 pkat kg? ermittelt werden. Der Kn-Wert
betragt 21,3 + 3,3 uM und die katalytische Effizienz kea/Km 1,93-10° + 2,26-102 st M. Die
Wechselzahl ko betrug 4,02-102 + 5,37-103 s,
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' ""S--pezzi"'f-i___sche Aktivitat (ukat kgt)

-55 -45 -35 -25 -15
Sinapoyl-CoA (uM)

Abb. 42 CCR Cornish-Bowden-Darstellung zur Bestimmung der Km- und Vmax-Werte fur Sinapoyl-CoA (ein
biologisches Replikat, n = 3 + Standardfehler), Cosubstrat: NADPH:.
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4. Chalkonsynthase (CHS)

Das Gen der Chalkonsynthase aus Silybum marianum ist bereits seit 2015 vollstandig
identifiziert (Sanjari et al.) und seit Marz 2018 in der Datenbank des NCBI eingetragen
(JN182806). Eine rekombinante Expression, sowie eine enzymatische Charakterisierung

erfolgte in der oben genannten Arbeitsgruppe jedoch nicht.

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion und zwei Volllangenprimern konnte die
Chalkonsynthase aus DNA eines S. marianum Samlings (Pflanzenwachstum bis ca. 10 cm)
amplifiziert werden. Da es sich bei dem Ausgangsmaterial jedoch um genomische DNA
handelte, enthielt die Sequenz einen nicht-codierenden Intronbereich von 208 bp (Abb. 43).
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1000 e—————d <4—— CHS mit nicht-codierender Intron Sequenz: 1447 bp

Abb. 43 Amplifizierte CHS Volllange aus genomischer DNA. Produkt enthalt einen nicht-codierenden Intronbereich.

Dieser nicht-codierende Bereich konnte nachfolgend durch die Fusions-PCR (Material und

Methoden Kapitel 16.5) erfolgreich entfernt werden. Abb. 44 zeigtin den ersten beiden Spuren

des Agarosegels die CHS Teilfragmente A und B. In der dritten Spur ist die amplifizierte und

fusionierte CHS Volllange ohne Intron.
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Abb. 44 Fusions-PCR, 1. CHS Teilfragment A, 2. CHS Teilfragment B, 3. fusionierte CHS Volllange ohne Intron

(Annealing Temperaturen 60 °C)

Die CHS besitzt ein offenes Leseraster von 1239 Nukleotiden, die 713 Aminosauren codieren.
Das Molekulargewicht betragt 45081 Dalton und der theoretische isoelektrische Punkt liegt bei
pH 6,07. Das stark konservierte aktive Zentrum (hellgraue Markierung) wird durch einzelne
katalytisch aktive Aminosauren (blaue Markierung) erganzt.

Der gelb markierte Sequenzabschnitt bildet die Malonyl-CoA Bindedoméne. Ein weiterer
konservierter Sequenzabschnitt (griine Markierung) ist ein stark konservierter Sequenzbereich
innerhalb der CHS-Familie (Sun et al. 2015, Fliegmann 2002).

atggcatcctcatcaattgatattgcagagatcagaaaagcacaacgggcacaaggtccg
M A S S s I b I A E I R KA QR A Q G P
gccaccattctcgccatcggcactgccactcecctgceccaattgtatctatcaagecgattat
A T I L A I G T A T P A N C I Y O A D Y
ccagattattattttcggatcaccaacagcgaacacatggtcgatctcaaagagaaattc
p D Y Yy F R I T N S E H M V D L K E K F
aagcgcatgtgtgacaagtctatgataagaaagcgatacatgcacatcacagaggagttt
K R M ¢ D K s M I R KU RY M H I T E E F
ctaaaagaaaacccaaacatgtgcgaatacatggctccatcccttgacgeccecgtcaggat
L K E N P N M CE Y M A P S L D A R QO D
gtggtggtcgtcgaagtccccaagctcggtaaagaagcagccacaaaagccatcaaagaa
v v v v E v P K L G K E A A T K A I K E
tggggaaacccgaaatcaaagatcactcatctcatcgtctgcaccacctececggtgtcecgac
W G N P K S K I T H L I Vv C T T S G V D
atgcctggtgccgactaccagatcaccaagctceccttggecteccgeccttectgtcaaacga
M P G A DY @ I T K L L G L R P S V K R
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ttcatgatgtaccaacaagggtgttttgcaggaggcacggttctccgtctecgectaaggac
F M M Y 0 0 G C F A G G T V L R L A K D
attgcggaaaacaacaagggttctcgtgttcttgtggtttgctcagagatcacagecggtt
I A E NN K G S R V L V V C S E I T A V
actttccgtggaccaaacgacacccatcttgattceccectecgttggtcaggetttgtttggt
T ¥F R G P N D T H L D S L V G Q A L F G
gatggagctgcagcgatcatcgtgggtgcggaccctgacttgaagacagagaggccgttg
b G A A A I I V G A D P DL K T E R P L
tttgagatggtgtcagctgctcagaccatcttaccagactcagagggtgccattgatgga
F E MV S A A Q T I L P D S E G A I D G
cacttgagagaggtggggctaacgtttcatcttcttaaagatgtgccagggttgatttca
H L R E V G L T F H L L K D V P G L I S
aagaacatagagaaggcactgatacaggccttttctecctttgggtataaccgattggaac
K NI E K A L I 9 A F S P L G I T D W N
tccatcttctggatcgcccaccctggtggtccggecgatactggaccaggtggagcaaaaa
s I F W I A H P G G P A I L D Q V E Q K
ctgggtctcaaggaggagaagatgagagccactagacatgtgctgagcgagtacggcaac
L. 6 L K E E K M R A T R H V L S E Y G N
atgtcgagtgcctgegtgttgttcatcattgacgagatgaggaagaagtcggecggecggayg
M s S A C Vv L ¥ I I DEMU R K K S A A E
ggcgccaccaccaccggtgaaggtcttgattggggtgttttgtttggattcggtectggt
G A T T T G E G L D W GG V L F G F G P G
ttgacagtggagacggtggtccttcacagcctgcccacggccaccatgeccgattgcecacce
r T v £ T v v L. H s L p T A T M P I A T
caaaatttatcacaacaagtcgtaattaatcatgaatga
Q N L s Q¢ ¢ VvV v I N H E -

Die NCBI Datenbank Analyse durch das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) zeigte

Ahnlichkeiten mit anderen CHS Sequenzen aus unterschiedlichen Pflanzenarten. Die funf

hochsten Ahnlichkeiten, alle fur Arten der Asteraceae, zeigt die nachfolgende Tabelle 6 (Stand

Februar 2021).

Tabelle 6 NCBI Datenbank Analyse fiir die CHS sortiert nach absteigender Identitat/Uberei

nstimmung.

Nr. Organismus Identitat Sequenzlange (bp) EMBL Sequenz ID
1 Silybum marianum 99 % 1406 JN182806.1
Cynara cardunculus var.
2 92 % 1304 XM_025115139.1
scolymus
Lactuca sativa 87 % 1400 XM_023879789.1
4  Carthamus tinctorius 88 % 1566 LC128420.1
5 Centaurea cyanus 86 % 1194 MK732538.1

4.1 Expression rekombinanter CHS

Da eine Expression des Chalkonsynthase Gens im Vektor pET15b geplant war, wurden an

dem 5°-Ende der Sequenz eine Ndel- und am 3’-Ende eine Xhol Schnittstelle eingefiigt. Da

die Ligation in den Expressionsvektor pET15b nicht erfolgreich war, wurde hierfur die In-Fusion

homologe Rekombinationsmethode verwendet. Zundchst wurde mit

Hilfe von speziell

modifizierten Volllangenprimern eine In-Fusion Polymerasekettenreaktion durchgefiihrt. Die
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Primer enthielten neben einer Gberlappenden Sequenz des pET15b Vektors eine passende
Restriktionsschnittstelle (5°-Ende: Ndel; 3'-Ende: Xhol) und 15 Basenpaare der CHS
Volllange. Die darauffolgende In-Fusion Ligation in den Expressionsvektor, die Transformation
von SoluBL21 Zellen sowie die Proteinexpression waren erfolgreich. Eine anschlieRende
Aufreinigung durch Chromatographie Uber eine Nickel-Nitriloessigsaure-Matrix (Ni-NTA) war
ebenfalls erfolgreich (Abb. 45). Hierbei konnten pro Expression in einer 100 ml Bakterienkultur

eine Proteinmenge von bis zu 94 mg isoliert werden.

kba 1 2 3 4.5 6 7 8 ¢

100
75

& . J "9
t?‘f gy -
48 \ )

35

Abb. 45 CHS: Western Blot der Fraktionen einer Aufreinigung der mit N-terminalem 6x-His-tag versehenen CHS
Uber Metallchelatchromatographie nach SDS-PAGE. Die Detektion erfolgte mit Maus-Anti-His-Antikérpern und
Alkalische Phosphatase-gekoppelten Sekundéarantikorpern mit BCIP/NBT-Farbung: 1. Rohextrakt, 2. Durchfluss,
3. Waschen |, 4. Waschen Il, 5. Waschen 1lI; 6. Elution |, 7. Elution II, 8. Elution Il 9. Uber PD 10-S&ule

umgepuffertes Enzym.

4.2 Bestimmung des optimalen Reaktionspuffers und pH-Wertes

Fur die Bestimmung des optimalen pH-Wertes wurden zwei unterschiedliche Puffersysteme
getestet. Die hochste spezifische Enzymaktivitat von 442 mkat kgt wurde im 0,5 M Tris/HCI
Puffer bei pH 7,7 ermittelt (Abb. 46). Im Kaliumphosphat-Puffer liegt das pH-Optimum dagegen

leicht niedriger bei pH 7,5 mit einer spezifischen Aktivitat von 255 mkat kg.
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Abb. 46 CHS: Bestimmung des optimalen pH-Wertes der rekombinant exprimierten CHS aus der Mariendistel
(n = 3 = Standardfehler).

4.3 Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur

Fur die Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur wurde bei der CHS ein
0,5 M Tris/HCI-Puffer pH 7,7 verwendet. Die nachfolgende Abb. 47 zeigt eine hohe spezifische
Aktivitat von 1404 + 61 mkat kg™t am Temperaturoptimum von 40 °C.

1500
1250+
1000+
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spezifische Aktivitat (mkat kg™

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temperatur (°C)

Abb. 47 CHS: Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur der CHS (n = 3 + Standardfehler).
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4.4 Bestimmung der CHS Aktivitat mit Caffeoyl-CoA als Substrat
Es konnte keine enzymatische Aktivitat mit Caffeoyl-CoA in Kombination mit Malonyl-CoA

nachgewiesen werden.

4.5 Enzymkinetik: Malonyl-CoA

Fur die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante und der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit wurde die Konzentration des 4-Cumaroyl-CoA im Ansatz auf 75 uM
festgelegt. Die Malonyl-CoA Substratkonzentrationen betrugen zwischen 5 uM und 100 M.
Die Messung erfolgte als Dreifachbestimmungen bei drei biologischen Replikaten. Die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit flur das Substrat Malonyl-CoA betrug bei der Michaelis-
Menten-Auftragung (Abb. 48, links) 2580 + 535 mkat kg. Der Kn-Wert fiir Malonyl-CoA konnte
mit 12,0 £ 1,2 uM bestimmt werden.
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Malonyl-CoA (uM) 1/Malonyl-CoA (uM™?)

Abb. 48 CHS: links: Substratsattigungskurve fur Malonyl-CoA zur Bestimmung des Km-Wertes, zweites Substrat:
75 uM 4-Cumaroyl-CoA,; rechts: Lineweaver-Burk-Darstellung der Werte aus der Substratsattigungskurve (ein

biologisches Replikat mit n = 3 + Standardfehler).

Mit der Lineweaver-Burk-Darstellung (Abb. 48, rechts) konnte flr Malonyl-CoA ein Ky-Wert
von 144 + 0,9 uM errechnet werden. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug
2672 + 555 mkat kg. Durch das Hanes-Woolf-Diagramm konnte fiir Malonyl-CoA ein Kn-Wert
von 11,9 + 2,2 uM und eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit von 2524 + 379 mkat kg*

bestimmt werden.

Zusammenfassend konnten anhand der Bestimmungsmethode und der unterschiedlichen
Auswertungs- und Darstellungsmethoden die folgenden Werte fir Malonyl-CoA ermittelt

werden:
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Michaelis-Menten? Lineweaver-Burk?! Hanes-Woolf!
K (M) 12,0+1,2 14,4 +0,9 11,9+ 2,2
Vimax (Mkat kgt 2580 + 535 2672 + 555 2524 + 379
Keat (8) 122 + 25 126+ 26 119+ 18
Keat/Km (5T M) 1,01-10"+ 1,74-10° 8,64-10°%+ 1,32-10° 1,14-10" + 3,86-10°

4.6 Enzymkinetik: 4-Cumaroyl-CoA

Fur die Bestimmung des Kn, und des Vimax wurde die Konzentration des Malonyl-CoA im Ansatz
auf 150 uM festgelegt. Die Messung erfolgte als Dreifachbestimmungen bei drei biologischen
Replikaten. Die geringste 4-Cumaroyl-CoA Substratkonzentration betrug 2,5 uM, die héchste
20 puM.

Bei der Michaelis-Menten-Auftragung (Abb. 49, links) betrug die maximale Reaktions-
geschwindigkeit fur das Substrat 4-Cumaroyl-CoA 2676 + 446 mkat kgt. Der Kn-Wert fiir das
Substrat konnte auf 1,49 + 0,36 uM bestimmt werden.

<3000+ 4~ 0.00150-
2 o =
©
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= 2
2 1500 ' 0.00075
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% 1000 0.00050-
2 500 0.0002
N
D)
% 0 T T T T r T T T T T
0 5 10 15 20 -0.10 -0.05 000 0.05 010 0.15 0.20

4-Cumaroyl-CoA (uM) 1/4-Cumaroyl-CoA (uM™?)

Abb. 49 CHS: links: Substratsattigungskurve fur 4-Cumaroyl-CoA zur Bestimmung des Km-Wertes. Zweites
Substrat: 150 pM Malonyl-CoA; rechts: Lineweaver-Burk-Darstellung der Werte aus der Substratséttigungskurve

(ein biologisches Replikat mit n = 3 + Standardfehler).

Nach der Linearisierung der Werte (Lineweaver-Burk-Darstellung Abb. 49, rechts) konnte fir
das Substrat 4-Cumaroyl-CoA ein Kn-Wert von 1,48 + 0,23 uM errechnet werden. Die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug 2665 + 443 mkat kg

1 Alle angegebenen Werte wurden jeweils aus den Mittelwerten von drei biologischen Replikaten
(n=3x3) * Standardfehler berechnet.
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Anhand des Hanes-Woolf-Linearisierungsverfahren konnte fir das 4-Cumaroyl-CoA ein
Km-Wert von 1,13+0,27 uM

2338 + 407 mkat kg bestimmt werden.

Zusammenfassend
Darstellungsmethoden die folgenden Werte fir das 4-Cumaroyl-CoA Substrat ermittelt

konnten

anhand

und eine maximale Reaktionsgeschwindigkeit

unterschiedlichen

Auswertungs- und

von

werden:
Michaelis-Menten? Lineweaver-Burk? Hanes-Woolf!
Km (ULM) 1,49 + 0,36 1,48 + 0,23 1,13 £ 0,27
Vimax (Mkat kg2 2676 + 446 2665 + 443 2338 + 407
Kcat (S‘l) 127+ 21 126+ 20 111+ 19

KealKm (51 M1)

9,99-10" + 3,80-10

1 Alle angegebenen Werte wurden jeweils aus den Mittelwerten von drei biologischen Replikaten

(n=3x3) * Standardfehler berechnet.

9,50-10" + 3,08-10

1,20-108+ 4,92-10°
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5. Peroxidase

Die Volllange einer Peroxidase aus S. marianum wurde bereits 2017 von Dr. L. Poppe
identifiziert und amplifiziert. Das Peroxidase Protein hat eine Lange von 322 Aminosauren und
enthalt ein Signalpeptid. Darliber hinaus besitzt das Enzym N-Glykosylierungen. Beides ist fur
die Proteinstruktur und die enzymatische Aktivitat von grol3er Bedeutung. Die Anzahl der
N-Glykosylierungen am Protein variieren dabei stark.

Im Rahmen seiner Arbeit konnte Dr. Poppe die Peroxidase mit InvScl Hefezellen erfolgreich
exprimieren. Aufgrund der N-Glykosylierung schwankte die (Glyco-)Proteinmasse zwischen
35 kDa und 65 kDa. Der Nachweis der Enzymaktivitat war jedoch negativ.

5.1 Expression in Physcomitrium patens

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Expression der Peroxidase aus S. marianum das
Blasenmiitzenmoos gewahlt. Das Blasenmuitzenmoos P. patens ist ein Modellorganismus,
dessen Genom 2008 (Rensing et al. 2008) publiziert wurde. Als Expressionswirt ist das Moos
nicht nur sehr kostengiinstig, sondern auch in der Handhabung und Kultivierung sehr einfach.
Physcomitrium patens ist in der Lage, ahnlich den héheren Pflanzen, posttranslationale
Proteinmodifikationen durchzufiihren (Koprivova et al. 2003). Neben der Ausbildung von
Disulfidbriicken ist das Moos in der Lage, 19 verschiedene Oligosaccharide uber

Aminogruppen an Proteine zu knupfen (Viétor et al. 2003).

Die Amplifikation und Ligation des Peroxidase Zielgens in die entsprechenden Vektoren
erfolgte durch Dr. Julia Wohl (2020; Anleitung siehe Kapitel 2.11 in ihrer Arbeit). Nach Ablauf
der 14-tagigen Expressionszeit wurde das Zellmaterial aufgeschlossen und mittels Nickel-NTA
Chromatographie aufgereinigt. Abb. 50 zeigt den Western Blot mit den einzelnen
Aufreinigungsfraktionen. Die Elutionsfraktionen zeigen zwei Banden bei einer Grof3e von ca.
30 kDa und 75 kDa. Eine Peroxidaseaktivitdt konnte nur im Rohextrakt, dem Durchfluss und
der ersten Waschfraktion nachgewiesen werden und stammt daher mit grof3er

Wahrscheinlichkeit vom Expressionsorganismus.
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Abb. 50 Peroxidase: Western Blot der Fraktionen einer Aufreinigung der mit N-terminalem 6x-His-tag versehenen
Peroxidase Uber Metallchelatchromatographie nach SDS-PAGE. Die Detektion erfolgte mit Maus-Anti-His-
Antikdrpern und Alkalische Phosphatase-gekoppelten Sekundarantikdrpern mit BCIP/NBT-Farbung: 1. Rohextrakt,
2. Durchfluss, 3. Waschen |, 4. Waschen Il, 5. Waschen IlI; 6. Elution |, 7. Elution I, 8. Elution IIl 9. Gber PD 10-

Saule umgepuffertes Enzym.

Als Negativkontrolle wurde analog zu der mit der Peroxidase transformierten Kultur eine Kultur
des P. patens Wildtyps angelegt. Nach einer 14-tagigen Inkubationszeit wurde die
Wildtypkultur ebenfalls Uber die Nickel-NTA Chromatographie aufgereinigt. Die nachfolgend
durchgefiihrte SDS-PAGE sowie der Western Blot zeigten keine Proteinbanden in den
Elutionsfraktionen. Eine Peroxidaseaktivitat konnte hier ebenfalls nur im Rohextrakt, dem
Durchfluss und der ersten Waschfraktion nachgewiesen werden.

Weitere Expressionsversuche des Peroxidase Gens in P. patens blieben leider erfolglos.
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6. Dirigierende Proteine 1 und 2 (DIR 1 und DIR 2)

Die Volllangen der dirigierenden Proteine 1 und 2 aus S. marianum wurden ebenfalls von
Dr. Poppe (2017) identifiziert und amplifiziert. Das DIR 1 Protein besitzt eine GrofR3e von
189 Aminosauren. Das DIR 2 dagegen hat eine Lange von 188 Aminosauren. Beide Proteine
enthalten ein Signalpeptid und besitzen N-Glykosylierungen. Im Rahmen seiner Arbeit konnte
Dr. Poppe das dirigierende Protein 2 mit InvScl Hefezellen erfolgreich exprimieren. Mithilfe
des Western Blots konnte er zwei klar voneinander getrennte Banden bei 25 und 27 kDa

nachweisen.

6.1 Expression in Physcomitrium patens

Fur die rekombinante Expression von Proteinen im Blasenmitzenmoos mussen zunéchst
stabile Transformanten herangezogen werden. Diese Transformanten enthalten in ihrem
Genom die Sequenz des Zielgens. Fur das DIR 1 war die Transformation und Anzucht von

Transformanten leider nicht erfolgreich. Eine Expression konnte nicht durchgefihrt werden.

Fur DIR 2 wurde analog zur Peroxidase nach dem Ablauf der 14-tdgigen Expressionszeit das
Zellmaterial aufgeschlossen und mittels Nickel-NTA Chromatographie aufgereinigt. Die
nachfolgend durchgefiihrte SDS-PAGE sowie ein Western Blot zeigten keine Proteinbanden

in den l6slichen und unléslichen Fraktionen.

6.2 Expression in SuperMan5-20 GlycoSwitch® Pichia

Ein alternatives Expressionssystem zum Blasenmitzenmoos bildet der Pichia pastoris
SuperMan5-20 Glycoswitch® Hefestamm. Der Stamm verhindert die Ausbildung von
Hypermannosylierungen (Effenberger et al. 2017), die zu einer Fehlfaltung des Proteins flihren

und somit die enzymatische Aktivitat erheblich (negativ) beeinflussen kénnen.

Nach Ligation der Volllangen des dirigierenden Proteins 1 und 2 in den hefespezifischen
pPICZaA Vektor wurde der Hefestamm mit dem Vektor transformiert. Mithilfe der Kolonie-PCR
konnten im Anschluss erfolgreich transformierte Hefezellen identifiziert werden. Die

nachfolgende Abb. 51 zeigt die amplifizierte DIR 1 und DIR 2 Volllange.
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Abb. 51 Kolonie PCR, A: DIR 1 mit 580 bp; B: DIR 2 mit 576 bp

Die Expression von DIR 1 und DIR 2 erfolgte zunachst in kleineren Volumina mit maximal
10 ml Expressionsmedium. Trotz mehrfacher Optimierung der Expressionsbedingungen
(Expressionszeit, Anfangszelldichte, Methanolzugabe und Medium) konnte weder fir das
DIR 1, noch fur das DIR 2 eine erfolgreiche Expression verzeichnet werden.

Im néchsten Schritt wurde die Expression zunéachst in einem zehnfach hoéheren Volumen
angesetzt. Doch auch hier konnten weder im Medium, noch im aufgeschlossenen Zellmaterial

die gewiinschten Zielproteine nachgewiesen werden.

Im weiteren Verlauf wurde die Expression im sogenannten ,large scale“ Format in einem Liter
Medium durchgefuhrt. Nach dem Abtrennen der Zellen vom Medium wurde dieses Uber das
AKTA™ pure System und eine ROTI®Garose-His/Ni HP Kartusche aufgereinigt. Obwohl ein
groRBerer Elutionspeak aufgezeichnet werden konnte, war die anschlieRende
Proteingehaltsbestimmung nach Bradford negativ. Auch Gber SDS-PAGE und Western Blot

konnten keine gewiinschten Zielproteine nachgewiesen werden.
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DISKUSSION

V. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mehrere zentrale Schliisselenzyme aus dem
Biosyntheseweg zu Silymarinkomponenten auf biochemischer und molekularbiologischer
Ebene zu charakterisieren, um somit Beitrage zum besseren Verstandnis der Biosynthese von
Flavonolignanen liefern zu kdnnen. Obwohl Silybin das erste beschriebene Flavonolignan ist
(Pelter und Hansel 1968), ist der genaue Biosyntheseweg nach wie vor unklar. Trotz der
zahlreichen Artikel, die sich mit den chemischen Eigenschaften und der pharmakologischen
Verwendung von Flavanonolderivaten (Silymarin) beschaftigen, wurde bisher nur ein Gen des
Stoffwechselwegs identifiziert (CHS, GenBank: JN182806.1) (Torres und Corchete 2016).
Nach wie vor sind bis heute nur wenige Gensequenzen der einzelnen Enzyme aus dem
Sekundarstoffwechsel der Mariendistel verfigbar (Drouet et al. 2020). Aufgrund dieser
begrenzten Informationen ist es schwierig, eine konkrete Aussage uUber die genauen
biosynthetischen und regulatorischen Mechanismen zu treffen.

Im Jahr 2017 gelang es Lv und seinen Mitarbeiter/innen umfangreiche Expressionsprofile von
Genen aus der Mariendistel zu erstellen. Bei diesen Genen handelte es sich um alle Enzyme,
die — ausgehend von unserem aktuellen Wissensstand — mutmalfilich an der Monolignol- und
Flavonoid-Biosynthese beteiligt sind. Unter anderem handelt es sich dabei um die PAL, C4H,
4CL, CCR und CAD aus der Coniferylalkohol Biosynthese und die CHS, CHI und F3H aus der
Taxifolin Biosynthese. Hierfur wurden unterschiedliche Gewebeproben aus der Mariendistel
(Samenschale/Fruchtwand, Wurzel, Embryo, Stangel, Blatt und Blite) gewonnen. Die
Abbildung 2 aus der Publikation von Lv et al. (2017) zeigt, dass die PAL vornehmlich in den
Wurzeln, dem Stangel und den Blattern exprimiert wird. Im Vergleich hierzu werden die CAD
und die CCR uberwiegend in den Wurzeln und im Stangel exprimiert. Die Expression der CHS
ist dagegen in den Bluten und Blattern am starksten. Im Gegensatz zur PAL, CAD und CCR
ist die CHS ebenfalls an der Anthocyan-Biosynthese beteiligt. Anthocyane sind fir die
Ausbildung der Blitenpigmentierung verantwortlich. Die Genexpressionsanalysen von Lv
ergaben zudem eine Uberexpression von Dihydrokaempferol 4-Reduktase (DFR,
EC: 1.1.1.219) und Leucocyanidin Oxygenase (LDOX, EC: 1.14.11.19) in der Blite. Diese
beiden Enzyme dienen der Synthese von Cyanidin aus Taxifolin. Cyanidin ist eines der
haufigsten Pflanzenpigmente und ist verantwortlich fur die die rétlich-violette Pigmentierung
der Mariendistelblite (Yuan et al. 2016).

Zuséatzlich wurden in der Arbeitsgruppe Konzentrationsbestimmungen von Taxifolin,
Coniferylalkohol und Silybin durchgefuhrt. Wahrend die Enzyme fur die Taxifolin-Biosynthese
Uberwiegend in der Blite exprimiert werden, konnte die hochste Taxifolinkonzentration in der
Wand der Achanen verzeichnet werden. Die Enzyme fiur die Coniferylalkohol-Biosynthese
befinden sich ebenfalls Uberwiegend in der Wand der Achanen, kommen jedoch auch in den

ubrigen Pflanzenorganen vor. Coniferylalkohol wird in der gesamten Pflanze der Mariendistel
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angereichert (Lv et al. 2017). Die in vivo Silybin-Biosynthese bei der Mariendistel hangt mit der
Entwicklung der Frucht zusammen (Elateeq et al. 2020) und erfolgt unter der Mitwirkung von
Peroxidasen, Laccasen und mdglicherweise dirigierenden Proteinen (Poppe 2017). Folglich
wurde Silybin nur im Embryo und der Samenschale nachgewiesen (Lv et al. 2017).
Basierend auf den Expressionsprofilen und Konzentrationsbestimmungen erstellte die
Arbeitsgruppe ein Modell fir die Silybin-Biosynthese in der Mariendistel. Dieses
vorgeschlagene Modell unterscheidet sich nicht von den bisher bekannten Modellen (z.B.
Ferrer et al. 2007 und Kapitel 2 aus der Einleitung) und enthélt alle in dieser Arbeit
charakterisierten Enzyme.

Wahrend sich beispielsweise die Arbeiten von Lv et al. (2017) oder Torres und Corchete (2016)
nur mit Expressionsanalysen und Konzentrationsbestimmungen innerhalb der Mariendistel
beschaftigen, konnten im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit Gene der ausgewdhlten
Enzyme (PAL, CHS, CCR und CAD) identifiziert und erfolgreich heterolog exprimiert werden.
Mit Ausnahme der CHS konnten die Volllangen der PAL, CAD und CCR erfolgreich aus der
RNA eines Pflanzensamlings, bestehend aus Wurzeln, Stangel und wenigen kleinen Blattern
gewonnen werden. Die Volllange der CHS dagegen konnte aus genomischer DNA identifiziert
werden. Auch wenn die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse keine direkten Ruckschlisse
auf den detaillierten Ablauf der Biosynthesewege erlauben, so konnten durch die
biochemische in vitro Diagnostik der Proteine wichtige Enzymcharakteristika bestimmt werden.
Durch die Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur und des idealen pH-Wertes der
einzelnen Enzyme konnten nachfolgend nicht nur die katalytischen Effizienzen, sondern auch
die Substrataffinitaiten und kinetischen Parameter experimentell ermittelt werden. Ein
Vergleich der gewonnenen Daten mit bereits dokumentierten Ergebnissen anderer
eukaryotischer und/oder prokaryotischer Organismen kann weitere wichtige Erkenntnisse tiber
die Funktionsweise der Enzyme selbst ergeben. In den nachfolgenden Kapiteln werden die

einzelnen charakterisierten Enzyme naher diskutiert.

1. Phenylalanin Ammoniak-Lyase

Wahrend die homolog-exprimierte PAL 1 aus der Mariendistel (Silybum marianum) tber die
SDS-Gelelektrophorese eine Molekilgrof3e von ca. 100 kDa aufwies, zeigte sich bei der PAL 2
eine einzelne Bande mit einer Proteinmasse zwischen 75 und 100 kDa. Beide PAL-Isoformen
besitzen jeweils eine errechnete Molekulgrof3e von 77 kDa.

Viele PAL Enzyme weisen eine native, homotetramere (z.T. auch heterotetramere)
Proteinstruktur mit einer Masse zwischen 300 und 340 kDa auf (Hyun et al. 2011). In der
Sonnenblume (Helianthus annuus) dagegen wurde eine PAL nachgewiesen, welche aus zwei
heterodimeren Einheiten (2x 58 kDa und 2x 68 kDa) besteht (Jorrin et al. 1988). Auch im Pilz

Rhizoctonia solani konnte eine heterodimere PAL mit 2x 70 kDa und 2x 90 kDa grol3en
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Untereinheiten identifiziert werden (Kalghatgi 1975). Ob die beiden PAL Enzyme aus der
Mariendistel ebenfalls eine tetramere native Struktur besitzen, ist derzeit nicht bekannt.
Mehrere Studien an verschiedenen PALs legen nahe, dass dieses Enzym neben Phenylalanin
noch weitere Substanzen als Substrate umsetzen kann. Rdésler et al. (1997) berichteten
bereits, dass einige PAL Enzyme aus Monokotyledonen wie z.B. dem Mais (Zea mays) neben
Phenylalanin auch Tyrosin enzymatisch umzusetzen kénnen, wohingegen PALs aus
Dikotyledonen nur Phenylalanin umsetzen (Jun et al. 2018). Obwohl Silybum marianum auch
zu den zweikeimblattrigen Pflanzen gezahlt wird, weisen beide rekombinant exprimierten PAL-
Isoformen eine bifunktionelle Aktivitat auf. Neben L- und bD-Phenylalanin kénnen beide Enzyme
auch L-Tyrosin umsetzen. Die relative Tyrosin Ammoniak-Lyase (TAL, EC 4.3.1.26) Aktivitat
beider PAL-Isoformen liegt jedoch im Vergleich zur enzymatischen Umsetzung von
L-Phenylalanin bei weniger als 1 %. Allerdings muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass
die Aminosaure L-Tyrosin fir die in-vitro Diagnostik nur in 0,5 M Salzsaure geldst werden kann.
Obwohl die Salzsaure nur einen geringen Anteil von maximal /s am Gesamtvolumen des
Reaktionsansatzes betrug, kdnnten bereits diese geringen Mengen ausreichen, um die
Enzyme teilweise in vitro zu denaturieren. Eine analoge Zugabe von Salzsaure zum
L-Phenylalanin Reaktionsansatz wurde an dieser Stelle nicht durchgefihrt. Diese, wenn auch
deutlich geringere TAL-Aktivitat bietet der Pflanze eventuell eine Form der metabolischen
Flexibilitat. Es besteht die Moéglichkeit, dass eine in vivo TAL-Aktivitdt gegebenenfalls hoher
ausfallt als bei den in vitro Versuchen.

Phenylalanin und Tyrosin werden beide im Shikimatweg synthetisiert. Mehrere Faktoren
regulieren die Konzentrationen beider Aminosauren im Zytosol (Rosler et al. 1997). Befindet
sich aufgrund einer reduzierten Biosynthese oder einer vermehrten Proteinbiosynthese
weniger L-Phenylalanin in der Pflanze, so besteht die Méglichkeit 4-Cumarséaure aus Tyrosin
herzustellen. 4-Cumarsaure wird im Phenylpropanstoffwechsel regular durch die Zimtsaure
4-Hydroxylase (C4H) aus dem Produkt der PAL-Reaktion trans-Zimtsaure gebildet (Einleitung,
Kapitel 2.1). Dieser Syntheseschritt wirde durch die TAL tUbersprungen.

Neben den PALs und TALs gibt es noch eine weitere wichtige Ammoniak-Lyase, die Histidin
Ammoniak-Lyase (HAL, EC: 4.3.1.3). Dieses Enzym wurde in Prokaryoten und Eukaryoten
nachgewiesen und spielt im Stoffwechsel eine wichtige Rolle fir den Histidinabbau (Wu et al.
2014). Untersuchungen und Vergleiche beider Nucleotidsequenzen und Proteinstrukturen
lassen die Vermutung aufkommen, dass sich die PALs héchstwahrscheinlich aus den HALs
entwickelt haben (Ritter und Schulz 2004). Auch die beiden PAL-Isoformen der Mariendistel
besitzen die charakteristische und konservierte Aminosaureabfolge (GTITASGDLVPLSYIA)
der Histidin Ammoniak-Lyase-Familie (Wu et al. 2014).

Dennoch ergaben die Untersuchungen, dass weder die PAL 1, noch die PAL 2 aus der
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Mariendistel eine messbare Histidin Ammoniak-Lyase-Aktivitat besitzen. Beide Enzyme sind
offenbar nicht in der Lage, L-Histidin in Gegenwart von Glutathion zu Urocaninsdure
umzusetzen. Hierfir kann es zwei verschiedene Grinde geben:

Im Vergleich zu den prokaryotischen HALSs sind die eukaryotischen PALs um etwa 20 kDa pro
Monomer grofRer. Ein Teil dieser zusatzlichen Aminosauren-Doméne befindet sich am
N-Terminus der Proteine. Sie bildet bei den pflanzlichen Enzymen einen Bogen Uber das
aktive Zentrum. Dieser Bogen dient moglicherweise als Abschirmdomane und kontrolliert bzw.
beschrankt den Ein- und Austritt von Substraten und Produkten (Ritter und Schulz 2004).
Moglicherweise wird durch diese Kontrollfunktion das aktive Zentrum der PALsS so
abgeschirmt, dass Histidin nicht binden kann. Auch die beiden PAL-Isoformen aus der
Mariendistel besitzen zwei Sequenzabschnitte, die méglicherweise fur die Ausbildung einer
Abschirmung verantwortlich sind (Jun et al. 2018).

Ein weiterer Grund liegt vermutlich in der unterschiedlichen internen Proteinstruktur. Aktuell ist
nur eine Histidin Ammoniak-Lyase Kristallstruktur eines Bakteriums (Pseudomonas putida)
bekannt. Dieses Enzym besitzt im aktiven Zentrum 12 konservierte Aminosauren Tyr53,
Pheb59, Leu79, His83, Leul46, Leul9l, Asnl195, GIn277, Tyr280, Arg283, Asn313, Glu414)
(Schwede et al. 1999), die vermutlich fir die enzymatische Umsetzung von Histidin zu
Urocaninséure essentiell sind.

2002 charakterisierte Kyndt mit seiner Arbeitsgruppe eine Tyrosin Ammoniak-Lyase aus dem
Bakterium Rhodobacter capsulatus, welches eine Struktur- und Sequenzhomologie zur
P. putida HAL aufwies. Jedoch konnte die TAL kein Histidin als Substrat umsetzen. Eine
genauere Betrachtung der Proteinsequenz ergab eine veranderte Sequenz an Positionen 83
(His = Leu) und 414 (Glu - GIn). Der Austausch dieser zwei Aminosauren ist méglicherweise

mit dem Fehlen der Aktivitat mit Histidin verbunden.

Ein Vergleich der bakteriellen HAL Proteinsequenz mit beiden PALs aus der Mariendistel
ergab eine allgemeine Sequenzhomologie von 30% (PAL 2) und 31 % (PAL1).
Untersuchungen ergaben eine Sequenzhomologie von pflanzlichen PALs zu mehreren HALs
zwischen 19 % und 29 % (Schwede et al. 1999).

Im Jahr 2002 wurden die Datenbankeintréage zur bakteriellen HAL (G1:20149834) durch neue
Erkenntnisse erganzt. Im Rahmen der nachtraglichen Aktualisierung wurde die Anzahl der am
aktiven Zentrum beteiligten Aminosauren auf insgesamt 20 erweitert. Hierbei handelt es sich
um Tyr54, Gly54, lle55, Thr57, Phe59, GIn76, lle79, Alal43, Serl43, Gly144, Alal87 Lys188
Glul189 Gly190 Leul191, Asn195, Tyr280, Arg283, Asn313 und Ser325. Sowohl die PAL 1 als
auch die PAL 2 besitzen an Position 55 (lle &> Val), an Position 187 (Ala - Pro) und an
Position 325 (Ser - His) Substitutionen (siehe Anhang Il, Kapitel 1).

Inwieweit diese konservierten Aminosauren im aktiven Zentrum die Substratspezifitdten und
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Affinitaten der monokotylen, dikotylen und bakteriellen Enzyme bestimmen, ist aktuell noch
nicht genau bekannt (Kyndt et al. 2002). Allerdings kdnnten auch die substituierten
Aminosauren bei den PALs aus der Mariendistel fir das Fehlen der Histidin-Aktivitat

verantwortlich sein.

Die PAL 1 besitzt inre hochste spezifische Aktivitat (35 mkat kg?) in Tris-HCI-Puffer bei einem
pH-Wert von 8,9. Das pH-Optimum der PAL 2 dagegen ist ein wenig niedriger und liegt bei
einem pH-Wert von 8,4. Vergleichbare Ergebnisse konnten fir die PALs aus den
Cyanobakterien Anabaena variabilis (ATCC29413) und Nostoc punctiforme (TCC 29133)
(Moffitt et al. 2007), der Sonnenblume (Helianthus annuus L.) (Jorrin et al. 1988), der
Kornblume Centaurea depressa (Babaoglu Aydas et al. 2016) und dem Tabak (Nicotiana
tabacum L.) (Nagai et al. 1988) ermittelt werden.

Das Temperaturoptimum beider PAL Isoformen aus der Mariendistel (Silybum marianum)
betrug jeweils 60 °C. Mit einem Optimum von 55 °C konnten bei der Sonnenblume (Helianthus
annuus L) (Jorrin et al. 1988), dem Mais (Zea mays L.) (Rosler et al. 1997) und bei der
indischen Lotusblume (Nelumbo nucifera) (Wu et al. 2014) ahnliche Ergebnisse nachgewiesen
werden. Andere PALs dagegen, wie zum Beispiel aus dem Tabak (Nicotiana tabacum L.)
(Nagai et al. 1988) oder der Kornblume (Centaurea depressa) (Babaoglu Aydas et al. 2016),

besitzen ihr Temperaturoptimum bereits bei 35 °C und 37 °C.

Wahrend die PAL 1 aus der Mariendistel fir L-Phenylalanin einen Kn-Wert von 12 uM aufweist,
zeigte sich bei der PAL 2 ein Kmn-Wert von 28 uM (ermittelt aus Michaelis-Menten-
Auftragungen). Vergleichbare Km-Werte konnten nur in der Tabakpflanze (Nicotiana
tabacum L.) mit 11 uM (Nagai et al. 1988) und in der Petersilie (Petroselinum crispum Nym.)
mit 15-25 pM (Appert et al. 1994) dokumentiert werden. Deutlich hdhere Kn-Werte, mit einer
daraus resultierenden geringeren Affinitéat fir L-Phenylalanin, zeigten dagegen die PAL
Enzyme aus der Gerste (Hordeum vulgare) mit 1700 uM (Koukol und Conn 1961) dem
braunen Senf (Brassica juncea var. integrifolia) mit 1300 uM (Lim et al. 1997) und dem
Bakterium Rhodobacter capsulatus mit 1277 uM (Kyndt et al. 2002). PALs werden haufig als
negativ kooperativ beschrieben (Castro et al. 2020). Allgemein betrachtet handelt es sich dabei
um einen allosterischen Effekt. Wie bereits erwdhnt, bestehen PALs aus mehreren
Untereinheiten und besitzen damit mehrere aktive Zentren. Sie sind somit allosterische
Proteine. Durch die Bindung eines Substratmolekiils an einem der aktiven Zentren erfolgt eine
Verformung der Proteinstruktur, welche einen Einfluss auf die weiteren aktiven Zentren zur
Folge hat (Pahlich 1984). Gewinnt das Enzym dadurch eine erhdéhte Reaktivitdt nennt man

dies positive Kooperativitat. Wird die Affinitdt zu weiteren Substratmolekilen jedoch dadurch
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gesenkt, nennt man diesen Vorgang negativ kooperativ. Beide Moglichkeiten kénnen aus der
Umsatzkinetik abgelesen werden (Adam et al. 2009). Auch die beiden PAL Enzyme aus der

Mariendistel besitzen bei L-Phenylalanin mdglicherweise eine negative Kooperativitat.

Im Gegensatz zur Hirse (Sorghum bicolor; Jun et al. 2018) zeigten die PAL 1 und 2 aus der
Mariendistel eine zusatzliche Affinitat zur Aminosaure D-Phenylalanin. Fiur die PAL 1 konnte
ein Kn-Wert von 189 uM bestimmt werden. Bei der PAL 2 betrug der Kn-Wert 177 pM (ermittelt
aus Michaelis-Menten-Auftragungen). Diese berechneten Parameter sind im Vergleich zu den
Km-Werten fur L-Phenylalanins um den Faktor 16 (PAL 1) und Faktor 7 (PAL 2) héher. Dies
kann auf eine deutlich schlechtere Substrataffinitat der Enzyme zurlickgefuhrt werden.

Wie bereits in Kapitel 6 der Einleitung beschrieben, bestehen die PAL Enzyme aus mehreren
zum Teil identischen Untereinheiten. Sowohl der Mais (Zea mays) als auch die Kartoffel
(Solanum tuberosum L.) besitzen vier identische Untereinheiten, aber nachweislich nur zwei
aktive Zentren pro Enzymmolekil (Havir und Hanson 1973). An jedes dieser Zentren kann ein
L-Substratmolekil binden. Durch die Bindung der Molekile findet keine gegenseitige
Beeintrachtigung statt. Im Gegensatz hierzu fuhrt die Bindung eines D-Molekiils an einem der
zwei aktiven Zentren zu einer Konformationsdnderung der jeweiligen Untereinheit.
Infolgedessen kann das Enzym keinen weiteren Enzym-Substrat-Komplex mit einem weiteren
D-Molekdl im zweiten aktiven Zentrum mehr eingehen (Nari et al. 1974). Die Kristallstruktur
sowie die Anzahl der aktiven Zentren beider PAL Enzyme aus der Mariendistel sind nicht
bekannt, jedoch ist mdoglicherweise die beschriebene Konformationsanderung fur die
schlechtere Affinitdt zum D-Substrat verantwortlich. Ein Vergleich der ermittelten K-Werte mit
weiteren Literaturwerten war leider nicht moéglich, da D-Phenylalanin in erster Linie fir
inhibitorische Studien eingesetzt wurde (Jorrin et al. 1987, Hanson 1981).

Bei der Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante mit L-Tyrosin traten bei den Messreihen
zwei wesentliche Schwierigkeiten auf, die eine zuverlassige Aussage Uber die Affinitat und
Substrataffinitdt von PAL 1 und PAL 2 ungenau machten. Wie bereits erwdhnt, konnte die
Aminosaure nur in 0,5 M Salzsaure gelost werden. Auch wenn die Gesamtmenge der
Salzsaure im Reaktionsansatz so gering wie moglich gehalten wurde, kann eine
Teildenaturierung der Enzymmolekile und eine Absenkung des pH-Werts nicht
ausgeschlossen werden. Ein weiteres Problem lag in der fehlenden Substratséttigung bei einer
zunehmenden L-Tyrosin Konzentration. Des Weiteren fihrten Konzentrationen von tiber 6 mM
im Reaktionsansatz zu einer unbekannten, nicht-reversiblen Prazipitation einer der
Komponenten.

Dennoch konnte mit Hilfe der Cornish-Bowden-Methode ein Kn-Wert von 2,6 mM fir die PAL 1
und ein Km-Wert von 2,4 mM fiir die PAL 2 ermittelt werden. Ahnliche K-Werte von 2,6-7,8 mM

konnten bei den PAL-Isoformen aus der Petersilie (Appert et al. 1994) bestimmt werden. Auch
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die PAL aus der Indischen Lotusbllute zeigte fir das L-Tyrosin einen Kn-Wert von 3,43 mM
(Wu et al. 2014).

2. Cinnamoyl-CoA Reduktase

Die CCR aus der Mariendistel besitzt eine errechnete Molekilmasse von 37,1 kDa. Uber die
denaturierende SDS-Gelelektrophorese zeigte sich beim heterolog-exprimierten Enzym eine
einzelne dicke Proteinbande bei einem Molekulargewicht zwischen 35 kDa und 48 kDa.
Ahnliche ProteingroRen zwischen 33,5 und 38,3 kDa konnten bei mehreren pflanzlichen CCRs
nachgewiesen werden (Chao et al. 2017, Luderitz und Grisebach 1981, Sonawane et al.
2013). Bei der CCR handelt es sich um ein monomeres Enzym (Goffner et al. 1994) mit stark
variierenden Substrataffinitaten zwischen den einzelnen Pflanzenarten. Auch unter den
einzelnen CCR-Isoformen derselben Pflanze konnten variierende Affinitaten beobachtet
werden. Wahrend die CCR 1 aus dem Schneckenklee (Medicago truncatula) Feruloyl-CoA als
Hauptsubstrat bevorzugt, zeigt die CCR 2 aus derselben Pflanze eine deutlich héhere Affinitat
zu Caffeoyl- und 4-Cumaroyl-CoA (Zhou et al. 2010). Auch die zwei charakterisierten CCR
Enzyme aus der Rutenhirse (Panicum virgatum) zeigten unterschiedliche Substratpraferenzen
(Escamilla-Trevifio et al. 2010).

Bei der Mariendistel besitzt die CCR ihre hdchste enzymatische Aktivitat mit Feruloyl-CoA,
gefolgt von Sinapoyl-CoA, 4-Cumaroyl-CoA und Caffeoyl-CoA (relativ zu Feruloyl-CoA mit
52 %, 3 % und 2 %). Ahnliche Ergebnisse konnten bei der Gartenpetunie (Petunia x hybrida)
beobachtet werden (Pan et al. 2014).

Das pH-Optimum der Mariendistel-CCR liegt bei einem pH von 6,5 und das
Temperaturoptimum ist in einem Bereich zwischen 29 °C und 34 °C. Auch zwei CCRs aus der
Chinesischen Weil3pappel zeigten mit einem pH von 6,0 und einem Temperaturoptimum von
40 °C (Chao et al. 2017) ahnliche Optima. Weitere vergleichbare Ergebnisse konnten bei der
Sojabohne (Wengenmayer et al. 1976), der WeilRkopfmimose (Leucaena leucocephala)
(Sonawane et al. 2013) und der Bastard-Schwarz-Pappel (Populus euramericana) (Sarni et al.
1984) ermittelt werden.

Fur die Mariendistel-CCR konnten fur Feruloyl-CoA mit NADPH (Michaelis-Menten-
Darstellung) als auch mit NADH (Cornish-Bowden-Auswertung) als Cosubstrat ein Ky-Wert
von 15 puM ermittelt werden. Diese identischen Werte legen die Vermutung nahe, dass die
Cosubstrate selbst keinen Einfluss auf die Substrataffinitdt des Hydroxycinnamoyl-CoA-
Substrats besitzen. Auch die charakterisierten CCRs aus der Rutenhirse, der Chinesischen
Weil3pappel und dem Weizen (Triticum aestivum L.) besitzen fir Feruloyl-CoA &hnliche
Km-Werte zwischen 9,9 uM und 25,4 uM (Escamilla-Trevifio et al. 2009, Chao et al. 2017, Ma
und Tian 2005).
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Zusatzlich wurden die kinetischen Parameter fur Sinapoyl-CoA bestimmt. Der Kyn-Wert fr
dieses Substrat mit NADPH als Cosubstrat betragt 21,3 uM (Michaelis-Menten-Darstellung).
Die Kn-Werte fur Sinapoyl-CoA aus der Rutenhirse liegen hier mit Werten von 54,8 und
56,5 uM jedoch etwa 2,5-fach so hoch (Escamilla-Trevifio et al. 2009). Auch der Kn-Wert bei
der Gartenpetunie liegt mit 270 uM (Pan et al. 2014) deutlich Gber dem Wert der Mariendistel-
CCR. Obwohl die Kn-Werte fur Feruloyl-CoA und Sinapoyl-CoA bei der Mariendistel
vergleichsweise niedrig sind, zeigt sich bei ndherer Betrachtung der katalytischen Effizienzen
(Differenz aus Kca/Km-Wert) eine eindeutige Praferenz zum Feruloyl-CoA. Fir das Feruloyl-
CoA konnte eine katalytische Effizienz von 10600 s* mol* ermittelt werden. Im Vergleich dazu,
wurde fir das Sinapoyl-CoA ein Wert von 1932 s mol*! ermittelt. Je hoher die Werte sind,
desto hoher ist die katalytische Effizienz mit diesem Substrat.

Wahrend sich die Kn-Werte der beiden Hauptsubstrate Feruloyl- und Sinapoyl-CoA sehr
ahneln, zeigen sich zwischen den Kn-Werten der Cosubstrate (NADH und NADPH) bei der
Mariendistel-CCR deutliche Unterschiede. Wahrend NADPH einen niedrigen Kn-Wert von
23 UM besitzt, zeigt sich bei NADH ein um den Faktor 3 hoherer Kn-Wert von 68 uM. Obwohl
das Enzym in der Nahe des aktiven Zentrums zwei konservierte Aminosaure Abschnitte
besitzt, die neben NADPH auch NADH binden kdnnen (Chao et al. 2017) lassen diese
Ergebnisse auf eine deutliche Praferenz des Enzyms fiir das NADPH schliel3en.

Auch die CCR aus der Sojabohne (Glycine max) besitzt einen niedrigen Ky-Wert von 28 uM
fir das Cosubstrat NADPH und akzeptiert dariber hinaus NADH als Cosubstrat. Jedoch
betragt die gemessene Reaktionsgeschwindigkeit bei NADH nur etwa 5 % der ermittelten
Geschwindigkeit mit NADPH. Ein Kn-Wert mit NADH wurde nicht bestimmt (Wengenmayer et
al. 1976). Ein weiterer niedriger Kn-Wert fir NADPH (6,5 puM) konnte bei der Sorghumhirse
(Sorghum bicolor) nachgewiesen werden. Eine Bestimmung des Ky-Wertes fiir NADH war

jedoch nicht méglich, da keine enzymatische Aktivitdt nachweisbar war (Sattler et al. 2017).

3. Coniferylalkohol Dehydrogenase

Die berechnete MolekilgréRe der Mariendistel-CAD betragt 38 kDa. Denaturierende SDS-
Gelelektrophorese zeigte eine Grof3e von etwa 40 kDa. Vergleichbare Proteingrof3en von 37,7
und 38,5 kDa konnten bei zwei CADs aus der Zweijdhrigen Zwenke (Brachypodium
distachyon) nachgewiesen werden (Bukh et al. 2012). Auch die 12 charakterisierten CAD-
Isoformen aus dem Reis (Oryza sativa L.) besitzen eine Molekilgro3e zwischen 35,0 und
45,9 kDa (Park 2018).

Die Coniferylalkohol Dehydrogenasen sind in der Lage sowohl die Hinreaktion von
Coniferaldehyd zu Coniferylalkohol, als auch die Ruckreaktion (Coniferylalkohol zu
Coniferaldehyd) zu katalysieren (Li et al. 2012). Alle enzymatischen Aktivitatsbestimmungen

bei der Mariendistel-CAD wurden mit Coniferylalkohol als Substrat durchgefihrt.
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Das pH-Optimum der Mariendistel-CAD liegt bei einem pH von 9,1. Ein &hnliches Optimum
mit pH-Werten von 8,0 und 9,5 besitzen die zwei CADs der Zweijahrigen Zwenke (Bukh et al.
2012). Auch bei der Weihrauch-Kiefer (Pinus taeda L.) wurde ein pH-Optimum von 8,8 ermittelt
(O'Malley et al. 1992).

Interessanterweise liegen die Temperatur- und pH-Optima bei mehreren charakterisierten
Pflanzen-CADs mit Coniferaldehyd als Substrat deutlich niedriger. Zum Beispiel liegen die pH-
Optima beider Lebermoos-CADs (Plagiochasma appendiculatum) bei pH-Werten von 5,5 und
6,0. Die Temperaturoptima liegen bei 25 °C und 30 °C (Sun et al. 2013). Auch bei der CAD
aus dem Einjahrigen Beifuld (Artemisia annua) konnte ein Temperaturoptimum von 30 °C
nachgewiesen werden. Die CAD aus der Mariendistel dagegen besitzt ihr Temperaturoptimum
bei 55 °C.

Dieses deutlich hohere Temperaturoptimum bei der Mariendistel-CAD hangt mdglicherweise
mit der Durchfuhrung des Enzymtests selbst zusammen. Wéahrend bei den Lebermoos-CADs
die Reaktionszeit 30 min betrug, wurde bei der Mariendistel-CAD die Reaktionszeit auf 5 min
festgelegt. Infolgedessen war die Mariendistel-CAD den jeweiligen Temperaturen zeitlich
gesehen deutlich weniger ausgesetzt. Dies hatte mdglicherweise eine spatere Inaktivierung
bzw. Denaturierung des Enzyms bei den héheren Temperaturen zur Folge. In beiden Fallen
wurde die enzymatische Reaktion durch die Zugabe des Enzyms gestartet.

Der Kn-Wert fur das Substrat Coniferylalkohol betragt bei der Mariendistel-CAD 25 uM
(Michaelis-Menten-Darstellung). Fur das Cosubstrat NADP* konnte Uber die Michaelis-
Menten-Darstellung ein Kn-Wert von 3,2 uM ermittelt werden. Vergleiche mit entsprechenden
Literaturwerten ist leider nicht mdéglich, da die kinetischen Parameter bei den bereits

genannten Pflanzen nur mit Coniferaldehyd und NADPH bestimmt wurden.

4. Chalkonsynthase

Chalkonsynthasen sind Proteine, die ein Homodimer (2x 43 kDa) bilden und infolgedessen
zwei aktive Zentren besitzen (Austin und Noel 2002, Sun et al. 2015). Jedes aktive Zentrum
wird durch die Aminoséaurereste Cystein, Histidin und Asparagin definiert (Ferrer et al. 1999).
Die Chalkonsynthase aus der Mariendistel besitzt ein errechnetes Molekulargewicht von
45 kDa. Das heterolog exprimierte Enzym zeigte bei der denaturierenden SDS-
Gelelektrophorese eine einzelne Proteinbande von einer Gré3e zwischen 63 und 75 kDa.

Ob dieses Enzym in seiner aktiven Form jedoch als Dimer vorliegt, ist nicht bekannt. Ahnliche
Monomer-Proteingrdf3en von 43 kDa konnten unter anderem im Senf (Sinapis alba) (Tropf
1995) und im Apfel (Malus x domestica Borkh) (Yahyaa et al. 2017) nachgewiesen werden.
Die CHS aus der Mariendistel besitzt fir 4-Cumaroyl-CoA einen Kn-Wert von 1,48 uM. Dieser
Wert ist vergleichbar mit den Ergebnissen aus der Petersilie (Petroselinum hortense) mit
2,6 UM (Hrazdina 1976), im Senf (Sinapis alba) mit 2,3 pM (Tropf 1995) und dem Echten
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Mehltau mit 2 uM (Christensen et al. 1998). Fur das zweite Substrat, Malonyl-CoA, konnte bei
der Mariendistel-CHS ein Kn-Wert von 12 uM bestimmt werden. Dieser um den Faktor 8
hohere Kn-Wert bei Malonyl-CoA weist darauf hin, dass das 4-Cumaroyl-CoA bei der CHS
mdglicherweise zuerst an eines der aktiven Zentren gebunden wird. Diese
Bindungsreihenfolge konnte durch mehrere Strukturanalysen bestatigt werden (Ferrer et al.
1999).

Im Gegensatz zu den Kyn-Werten aus der Mariendistel, zeigen die Chalkonsynthasen aus
anderen Organismen eine hohere Affinitdt zum Malonyl-CoA. Beim Apfel konnte fur das
Malonyl-CoA ein Kn-Wert von 0,75 pM und fir das 4-Cumaroyl-CoA von 5,1 pM bestimmt
werden (Yahyaa et al. 2017). Auch im Blasenmitzenmoos konnte fur Malonyl-CoA ein
geringerer Kn-Wert von 3,5 pM ermittelt werden. Der Ky-Wert fur 4-Cumaroyl-CoA betrug
48 UM (Jiang et al. 2006). Warum beide Chalkonsynthasen eine gré3ere Affinitdt zum Malonyl-
CoA aufweisen ist unklar. Die CHS gehoren zu den am weitesten verbreiteten Typ-IlI
Polyketidsynthasen in hoheren Pflanzen. Die meisten der bisher charakterisierten CHS-
ahnlichen Enzyme in Pflanzen sind wahrscheinlich durch umfangreiche Duplikationen mit
daraus resultierenden Sequenzmutationen und -substitutionen entstanden (Austin und
Noel 2003).

Diese CHS-ahnlichen Enzyme, zu denen mdglicherweise auch die genannten CHS aus dem
Blasenmiitzenmoos und dem Apfel gehéren, kénnen sich unter anderem von den klassischen
CHS durch ihre Vorliebe fiir Startermolekille und deren Bindungsreihenfolge unterscheiden.
Diese mutierten, divergenten CHS-ahnlichen Enzyme besitzen enzymatische Aktivitaten mit
funktionellen Redundanzen, die jedoch die Flavonoid-Biosynthese nicht gefahrden (Dare et al.
2013).

Wahrend bei der CHS aus der Mariendistel keine katalytische Aktivitat mit Caffeoyl-CoA als
Substrat nachgewiesen werden konnte, konnte bei der CHS aus dem Roggen
(Secale cereale L.) ein Kn-Wert von 1,45 uM fiur Caffeoyl-CoA ermittelt werden (Peters et al.
1988). Auch die rekombinant exprimierten CHSs aus der Farberdistel (Carthamus tinctorius)
akzeptierten Caffeoyl-CoA als Substrat (Shinozaki et al 2016). Nahere Informationen beztiglich
der Spezifitat sind nicht bekannt. Auch die CHS aus Tulipa und Cosmos sulphureus
akzeptierten Caffeoyl-CoA als Substrat. Jedoch zeigten die Messergebnisse eine deutlich
hohere Affinitat zu 4-Cumaroyl-CoA (Sutfeld und Wiermann 1980). 1977 analysierte die
Arbeitsgruppe um Saleh in ihrer Arbeit eine Flavanonsynthase, welche sowohl Naringenin aus
4-Cumaroyl-CoA mit Malonyl-CoA, als auch Eriodictyol aus Caffeoyl-CoA mit Malonyl-CoA
synthetisieren konnte. Hierbei stellte sich jedoch heraus, dass diese Synthesen pH-abhangig
sind. Die Synthese von Naringenin erfolgte zwischen pH-Werten von 6,0 und 9,0 mit einem

Optimum bei pH 8,0. Die Eriodictyol-Synthese dagegen erfolgte bei pH-Werten zwischen 5,0

139



DISKUSSION

und 8,0, jedoch mit einem deutlich niedrigeren Optimum zwischen pH 6,5 und 7,0. Inwieweit
die CHS aus der Mariendistel moglicherweise bei einem niedrigeren pH-Wert doch Eriodictyol
aus Caffeoyl-CoA und Malonyl-CoA synthetisieren konnte, ist unklar. Da in dieser Arbeit
jedoch auch langere Reaktionszeiten von bis zu 3 Stunden ausgetestet wurden und diese

ebenfalls zu keinem positiven Ergebnis fuhrten, scheint dies eher unwahrscheinlich.

Die CHS der Mariendistel besitzt ihr pH-Optimum in einem Tris/HCI-Puffer bei einem
pH von 7,7. Das Temperaturoptimum konnte bei 40 °C bestimmt werden. Auch die CHS aus
der Gartenbohne Phaseolus vulgaris besitzt ihr Temperaturoptimum bei 40 °C. Das pH-
Optimum konnte bei einem pH von 8,0 bestimmt werden (Whitehead und Dixon 1983). Ein
ahnliches pH-Optimum konnte beim Apfel (Malus x domestica Brokh.) mit einem pH von 7
ermittelt werden. Das Temperaturoptimum wurde bei 30 °C bestimmt (Yahyaa et al. 2017). Fur
die isolierte CHS aus dem Roggen konnte ein pH-Optimum bei pH 8 ermittelt werden (Peters
et al. 1988). Auch die CHS aus dem Lebermoos Plagiochasma appendiculatum zeigte ein
ahnliches pH-Optimum bei einem Wert von pH 7,4 und ein Temperaturoptimum bei 35 °C (Yu
et al. 2014).

Aktuell liegen weitere Forschungsinteressen in einer Uberexpression von CHS-Genen und den
daraus resultierenden, phénotypischen Veranderungen der Pflanzen (El-Garhy et al. 2016, Liu
et al. 2021, Pang et al. 2005).

5. Peroxidase

Die Peroxidase (POD) aus der Mariendistel besitzt eine errechnete Molekiilgrof3e von 32 kDa.
Im Rahmen seiner Arbeit konnte Dr. Poppe die Peroxidase in InvScl Hefezellen exprimieren,
jedoch wies das Enzym keine katalytische Aktivitat auf. Aufgrund der N-Glykosylierung des
Proteins schwanke seine (Glyko-)Proteinmasse zwischen 35 kDa und 65 kDa (Poppe 2017).
Die rekombinante Proteinexpression der in Physcomitrium patens exprimierten POD ergab
vergleichbare Proteingrof3en von 30 kDa und 75 kDa. Leider konnte jedoch keine
enzymatische Aktivitat nachgewiesen werden. Trotz mehrfacher Wiederholung und
Anpassung des Expressionssystems und der Versuchsprotokolle konnte das Enzym allgemein
nur ein einziges Mal heterolog exprimiert werden. Da aufgrund der Glykosylierungen
bakterielle Systeme ungeeignet sind und eine Expression in Hefestdmmen und
pflanzenbasierten Systemen ebenfalls erfolglos blieben, ist die Verwendung von
Insektenzelllinien die ndchstmdgliche Option. Diese Zellen sind ebenfalls auf die Expression
von sezernierten Proteinen spezialisiert. Jedoch sollte an dieser Stelle bedacht werden, dass

fur die Forschung mit Insektenzelllinien ein Sicherheitsstufe 2 Labor erforderlich ist.
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6. Dirigierende Proteine

Dirigierende Proteine weisen, ahnlich zu den Peroxidasen, mehrere N-Glykosylierungen auf
(Pickel et al. 2012). Die zwei dirigierenden Proteine aus der Mariendistel besitzen eine
errechnete Grof3e von jeweils 19 kDa. Das homolog-exprimierte dirigierende Protein 2 aus der
Mariendistel besitzt Uber die SDS-Gelelektrophorese eine denaturierte Proteingréf3e zwischen
25 kDa und 27 kDa (Poppe 2017).

Nachdem die rekombinante Proteinexpression von DIR 1 und DIR 2 im Blasenmitzenmoos
(Physcomitrium patens) nicht erfolgreich war, wurde eine Proteinexpression im Hefestamm
SuperMan5-20 GlycoSwitch® Pichia angestrebt. Dieser Stamm verhindert die Ausbildung von
Hypermannosylierungen und wurde bereits erfolgreich fiir die rekombinante Expression von
DIRs aus der Baumwolle eingesetzt (Effenberger et al. 2017). Trotz mehrfacher Anpassung
des Expressionsprotokolls (angelehnt an Jacobs et al. 2018) war leider eine rekombinante
Expression der beiden dirigierenden Proteine aus der Mariendistel erfolglos.
Zusammenfassend blieb die rekombinante Expression der beiden dirigierenden Proteine
analog zur Peroxidase mit den eingesetzten Systemen erfolglos. Auch hier wirde sich die

Verwendung von Insektenzelllinien anbieten.

7. Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte ein proteinbiochemisches Profil von vier der sechs ausgewéhlten
Enzyme angefertigt werden. Die unter anderem erstellten Substrataffinitatsprofile der
jeweiligen Enzyme erlauben zudem vereinfachte Rickschlisse auf einzelne Abschnitte der
Flavonolignan-Biosynthese.

Beide Phenylalanin Ammoniak-Lyasen aus der Mariendistel zeigten ihre hdochste
enzymatische Affinitat gegeniber dem L-Phenylalanin und wandeln die Aminosaure zur trans-
Zimtsaure um. Daruber hinaus sind die beiden Enzyme ebenfalls in der Lage, L-Tyrosin zu
4-Cumarsaure umzusetzen. 4-Cumarsaure wird im Phenylpropanstoffwechsel reguléar durch
die Zimtsaure 4-Hydroxylase (C4H) aus der trans-Zimtsdure gebildet werden. Dieser
Syntheseschritt kann in der Mariendistel in geringfligigem MaRe durch die beiden PALs
Ubersprungen werden (Einleitung Kapitel 2.1, Abb. 6). Es ist allerdings anzunehmen, dass dies
in vivo keine mal3gebliche Rolle spielt.

Die Cinnamoyl-CoA Reduktase ist Teil der Monolignol-Biosynthese und wandelt Feruloyl-CoA
in Coniferaldehyd um (Chao et al. 2017). Auch die Mariendistel-CCR zeigte eine eindeutige
Praferenz fur das Feruloyl-CoA als Hauptsubstrat. Ferner ist das Enzym in der Lage, Sinapoyl-
CoA, 4-Cumaroyl-CoA und Caffeoyl-CoA enzymatisch umzusetzen. Dies ermdglicht dem
Enzym eine gewisse Substratflexibilitat (Abb. 52). Dariiber hinaus akzeptierte die Mariendistel-
CCR sowohl NADPH als auch NADH als Kofaktor. Auch wenn die ermittelten Kn-Werte fr

beide Kofaktoren identisch sind, so lauft die enzymatische Reaktion mit NADH als Kofaktor

141



DISKUSSION

um den Faktor 10 langsamer ab.
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Abb. 52: Enzymatische Umsetzungsmdglichkeiten der CCR und der CAD aus der Mariendistel. Die griinen Pfeile
zeigen die in dieser Arbeit bestatigten enzymatischen Umsetzungsreaktionen. Gestrichelte Linien zeigen mogliche

weitere Reaktionen in Anlehnung an Hamada et al. (2004).

Im letzten Schritt der Monolignol-Biosynthese bildet die Coniferylalkohol Dehydrogenase mit
NADPH: aus dem Coniferaldehyd den Coniferylalkohol. Dieses Enzym kann sowohl die
beschriebene Hinreaktion, als auch die Rickreaktion (Coniferylalkohol zu Coniferaldehyd)
katalysieren (Li et al. 2012) (Einleitung, Kapitel 2.2). Diese enzymatische Riickreaktion konnte
mit der Mariendistel-CAD bestatigt werden. Weitere Substrate wurden nicht getestet.

Die Chalkonsynthase ist Teil des Flavonoid-Biosyntheseweges und bildet aus 4-Cumaroyl-
CoA und drei Molekilen Malonyl-CoA das Naringenin-Chalkon. Bei der Mariendistel-CHS
konnte im Rahmen der HPLC-Analysen zwar kein Naringenin-Chalkon als Produkt
nachgewiesen werden, jedoch Naringenin. Das Naringenin wird entweder spontan oder
mithilfe der Chalkonisomerase (CHI) aus Naringenin-Chalkon gebildet (Ferrer et al. 2007). Ob
das Naringenin direkt durch die Mariendistel-CHS gebildet wird, oder durch die spontane
Zyklisierung, ist nicht naher bekannt. Die charakterisierte Mariendistel-CHS akzeptiert keine
weiteren Substrate und ist somit nicht in der Lage, Eriodictyol aus Caffeoyl-CoA und Malonyl-
CoA zu synthetisieren (siehe Abb. 53).
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Abb. 53 Enzymatische Umsetzungsmdglichkeiten der CHS. Im Rahmen der HPLC-Auswertung konnte nur

Naringenin nachgewiesen werden. Die Mariendistel-CHS ist nicht in der Lage, Eriodictyol zu bilden.

Die enzymatische Charakterisierung der Peroxidase und der zwei dirigierenden Proteine war
leider aufgrund der gescheiterten heterologen Expression nicht durchfiihrbar. Aufgrund des
fehlenden proteinbiochemischen- und Substrataffinitatsprofiles ist es schwierig, Riickschllisse

Uber die Beteiligung der Enzyme an der Flavonolignan Biosynthese zu treffen.

Zusammenfassend besitzen alle erlauterten Enzyme ihre hoéchste Substrataffinitat zu den

postulierten Substraten der Phenylpropan-, Flavonoid- und Monolignol-Biosynthese (Ferrer et

al. 2007) in der Mariendistel.
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8. Ausblick
Trotz des umfangreichen Datenmaterials, welches gesammelt werden konnte, sind nach wie

vor einige Fragen offen.

Obwohl die Mariendistel drei CHS-Isoformen besitzen soll (Gl: 388542656; Gl: 388542654;
Gl: 391874847), konnte im Rahmen dieser Arbeit nur ein Enzym amplifiziert, heterolog
exprimiert und biochemisch charakterisiert werden. Hinweise auf weitere CHS-Isoformen
konnten bei den molekularbiologischen Experimenten nicht gefunden werden. Eine erneute
und genauere computergestitzte Sequenz- und Datenbank-Analyse bietet hier
madglicherweise einen neuen Ansatzpunkt fir die Herstellung von sequenzspezifischen
Oligonukleotiden. Eine anschlieende Amplifikation und Identifikation der Volllangen, eine
Expression sowie eine anschliel3ende biochemische Charakterisierung bieten méglicherweise
weitere Erkenntnisse Uber die Chalkonsynthasen aus der Mariendistel und ihre Beteiligung an

der Flavonolignan Biosynthese.

Die Enzyme Cinnamoyl-CoA Reduktase und Coniferylalkohol Dehydrogenase sind innerhalb
des Monolignol-Biosyntheseweges direkt hintereinander geschaltet (Lv et al. 2017, Ferrer et
al. 2007). Die Mariendistel-CCR zeigte mehrere Substrataffinitaten, zu denen unter anderem
auch das Sinapoyl-CoA gehdrt. Das entstehende Produkt (Sinapaldehyd) bildet hierbei das
Substrat fUr die sogenannten Sinapylalkohol Dehydrogenasen (SAD). Diese Enzyme gehéren
zur selben Enzymklasse wie die CADs und sind ebenfalls in der Lignin-Biosynthese involviert
(Ferrer et al. 2007). Obwohl SADs und CADs die gleiche Reaktion katalysieren, so
unterscheidet sich die Topologie beider aktiver Zentren voneinander (Bomati und Noel 2005).
An dieser Stelle wére es interessant, inwieweit sich die in dieser Arbeit charakterisierte CAD
von einer moglichen SAD aus der Mariendistel sowohl strukturell als auch biochemisch

unterscheidet.
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VI. Zusammenfassung

Aufgrund ihrer Inhaltsstoffe ist die Mariendistel (Silybum marianum) besonders fir die
medizinische Therapie von Bedeutung (Valkova 2020). Die Frichte und Extrakte dieser
Pflanze werden bereits seit Gber 2000 Jahren fir die Behandlung von Leber- und
Gallenwegserkrankungen verwendet (Delmas et al. 2020). Dariiber hinaus zeigt die
Hauptwirksubstanz Silymarin eine natirliche antiinflammatorische Aktivitat (Corchete 2008)
sowie ein hemmendes Potential gegen verschiedene Krebsarten (Won et al. 2018). Silymarin
ist ein Flavanonollignan-Gemisch aus mehreren Regioisomeren und Diastereomeren. Sie
werden durch oxidative Kopplung einer Flavonoid- (Taxifolin) und einer Phenylpropanoid-
Einheit (Coniferylalkohol) gebildet. Bei der Reaktion handelt es sich vermutlich um eine
radikalische Kopplung (Bernards 2010), die zunachst eine Radikalbildung erfordert, welche
mdglicherweise durch eine Laccase oder eine Peroxidase (POD) katalysiert wird (Poppe und
Petersen 2016, Bijak 2017). Danach konnten dirigierende Proteine (DIR) die regio- und
stereospezifische Kopplung, die zur Bildung der einzelnen Regioisomere und Diastereomere
fuhrt, vermitteln (Pickel und Schaller 2013).

Die Biosynthese beider Vorlaufereinheiten erfolgt mit Hilfe mehrerer Enzyme des
Phenolstoffwechsels. Die Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL) ist hierbei das erste zentrale
Schlisselenzym bei der Biosynthese von Phenylpropanen und katalysiert eine nicht oxidative
Desaminierung des Phenylalanins zu trans-Zimtsaure. Die Chalkonsynthase (CHS) ist ein
wichtiges Enzym im Flavonoid-Biosyntheseweg und synthetisiert Naringenin-Chalkon,
welches Uber weitere Reaktionsschritte zu Taxifolin umgewandelt wird. Die Cinnamoyl-CoA-
Reduktase (CCR) ist das erste Enzym welches Phenylpropanoid-Metabolite in den
Monolignol-Weg leitet. Es katalysiert die Umwandlung von 4-Cumaroyl-, Feruloyl- und
Sinapoyl-CoA mit Hilfe von NADPH zu 4-Cumaraldehyd, Coniferaldehyd und Sinapaldehyd.
Im letzten Schritt des Monolignol-Biosyntheseweges bildet die Coniferylalkohol
Dehydrogenase (CAD) in Abhangigkeit von NADPH aus Coniferaldehyd Coniferylalkohol.
Diese Enzyme sowie der Kopplungsmechanismus selbst sind in der Mariendistel (Silybum

marianum) bisher noch nicht untersucht worden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die sekretorische Klasse Il Peroxidase, sowie zwei
dirigierende Proteine aus der Mariendistel heterolog exprimiert werden. Aufgrund der
verstarkten Anwesenheit von Signalpeptiden und mehreren Glykosylierungsstellen, konnte
trotz mehrfacher Methodenoptimierung keine erfolgreiche Expression der Gene verzeichnet
werden. Im Gegensatz hierzu konnten jedoch PAL, CHS, CCR und CAD erfolgreich in

Escherichia coli heterolog exprimiert werden.
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Die Mariendistel besitzt zwei PAL-Isoformen mit einer Molekilmasse zwischen 75 und
100 kDa. Proteinbiochemische Charakterisierungen ergaben Affinitdten zu L- und
D-Phenylalanin und L-Tyrosin. Beide PALs besitzen ein Temperaturoptimum von 60 °C und
ein pH-Optimum von 8,5 und 9,5. Fur L-Phenylalanin konnten Kn-Werte von 12 und 35,2 uM,
fur b-Phenylalanin von 146 und 236 uM und fir L-Tyrosin von 2,4 und 2,6 mM ermittelt werden.
Die CHS dagegen besitzt eine Proteinmasse zwischen 63 und 75 kDa. Das Enzym hat sein
pH-Optimum bei pH 7,7. Das Temperaturoptimum konnte auf 40 °C bestimmt werden. Fur
4-Cumaroyl-CoA konnte ein Kn-Wert von 1,48 uM und fur Malonyl-CoA ein Kn-Wert von 12 pM
bestimmt werden.

Ein weiteres in dieser Arbeit charakterisiertes Enzym ist die CAD. Uber die Gelelektrophorese
konnte eine Proteinmasse von etwa 40 kDa ermittelt werden. Proteinbiochemische
Charakterisierungen ergaben ein pH-Optimum bei pH 9,1. Das Temperaturoptimum konnte
auf 55 °C bestimmt werden. Der Kn-Wert flr Coniferylalkohol betragt 25 puM und fir das
Cosubstrat (NADP) 3,2 uM.

Als letztes der charakterisierten Enzyme ist die CCR zu nennen. Dieses monomere Enzym
besitzt ein Molekulargewicht zwischen 35 kDa und 48 kDa und akzeptiert mehrere Substrate:
Feruloyl-CoA, gefolgt von Sinapoyl-CoA, 4-Cumaroyl-CoA und Caffeoyl-CoA. Das pH-
Optimum konnte auf pH 6,5 und das Temperaturoptimum auf einen Bereich zwischen 29 °C
und 34 °C festgelegt werden. Der Kn-Wert fir Feruloyl-CoA liegt bei 15 pM, fir Sinapoyl-CoA
bei 21,3 uM, fir NADPH bei 23 uM und fur NADH bei 68 uM.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit mehrere Schlisselenzyme aus dem
Phenolstoffwechsel aus Silybum marianum identifiziert und heterolog exprimiert werden.
DarlUber hinaus konnten wichtige Parameter erhoben werden und so tiefere Einblicke und
Erkenntnisse in die biochemischen Eigenschaften der ausgewahlten Schliisselenzyme
gewonnen werden. Diese Ergebnisse bieten eine gute Grundlage fir weitere Untersuchungen

des pflanzlichen Phenylpropanoid-Biosynthesewegs in der Mariendistel.
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VIl. Summary

Due to its active natural compounds, milk thistle (Silybum marianum) is particularly important
for medicinal therapy (Valkova 2020). Extracts of this plant are commonly used for the
treatment of liver and gall bladder disorders for over 2000 years (Delmas et al. 2020). In
addition, the main active ingredient silymarin shows natural anti-inflammatory activity
(Corchete 2008), as well as potential inhibitory activities on various cancers (Won et al. 2018).
Silymarin is a flavanonollignan mixture of several regioisomers and diastereomers. They are
formed by oxidative coupling of a flavonoid (taxifolin) and a phenylpropanoid (coniferyl alcohol)
moiety. The reaction putatively is a radical coupling (Bernards 2010), which requires radical
formation first, possibly catalyzed by a laccase or a peroxidase (POD) (Poppe and Petersen
2016, Bijak 2017). Thereafter, dirigent proteins (DIR) presumably mediate the regiospecific
and stereospecific coupling that leads to the formation of the individual regioisomers and

diastereomers (Pickel and Schaller 2013).

Biosynthesis of both precursor units takes place with the help of several enzymes of phenolic
metabolism. Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) is the first key enzyme in the biosynthesis
of phenylpropanes, catalyzing a non-oxidative deamination of phenylalanine to trans-cinnamic
acid. Chalcone synthase (CHS) is another important enzyme in the flavonoid biosynthetic
pathway, synthesizing naringenin chalcone. Taxifolin is formed via further reaction steps.
Cinnamoyl-CoA reductase (CCR) is the first enzyme that directs phenylpropanoid metabolites
into the monolignol pathway. It catalyzes the conversion of 4 coumaroyl-, feruloyl and sinapoyl-
CoA to 4-coumaraldehyde, coniferaldehyde, and sinapaldehyde with the help of NADPH. After
that, coniferylalcohol dehydrogenase (CAD) forms coniferylalcohol using NADPH. These
enzymes as well as the coupling mechanism itself have not been studied in milk thistle

(Silybum marianum) yet.

In this work, it was further more aimed at expressing the secretory class Il peroxidase as well
as two dirigent proteins from milk thistle. Due to the presence of signal peptides and several
glycosylation sites, no successful expression of the genes could be recorded despite of several
attempts of method optimization. However, PAL, CHS, CCR and CAD were successfully

expressed heterologously in Escherichia coli.

Milk thistle contains two PAL isoforms with a molecular mass between 75 and 100 kDa. Protein
characterization revealed enzymatic affinities for L- and D-phenylalanine and L-tyrosine. Both
PALs show a temperature optimum at 60 °C and a pH optimum at 8.5 and 9.5. Kn-values for
L-phenylalanine could be determined at 12 and 35.2 uM. D-phenylalanine had a K, at 146 uM
and 236 UM and L-tyrosine at 2.4 and 2.6 mM.
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CHS possesses a protein mass between 63 and 75 kDa. The enzyme shows a pH-optimum
at pH 7.7. The temperature optimum could be determined to be 40 °C. 4-Coumaroyl-CoA had
a Km-value of 1.48 uM and malonyl-CoA a Ky, of 12 uM.

Additionally, a CAD was characterized in this thesis. A protein mass of approximately 40 kDa
could be determined via gel electrophoresis. Protein biochemical characterizations revealed
an optimal enzyme reaction at a pH of 9.1 as well as a temperature optimum at 55 °C. Ky-

values were pointed out to be at 25 pM for coniferyl alcohol and 3.2 uM for the cofactor NADP.

The last characterized enzyme was CCR. This monomeric enzyme has a molecular weight
between 35 kDa and 48 kDa and shows substrate affinity to feruloyl-CoA, followed by sinapoyl-
CoA, 4-coumaroyl-CoA and caffeoyl-CoA. The pH-optimum was found out to be at pH 6.5 and
the temperature optimum ranged from 29 °C to 34 °C. The Ky-value is 15 uM for feruloyl-CoA,
21.3 pM for sinapoyl-CoA, 23 uM for NADPH and 68 pM for NADH.

In summary, several key enzymes from phenol metabolism were identified and expressed
heterologously in this work. In addition, relevant parameters have been obtained, providing
important insights and knowledge into the in vitro nature of selected key enzymes. These
results provide a solid basis for further studies of the plant phenylpropanoid biosynthetic

pathway in Silybum marianum.
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Vill. Anhang Il

1.  CLUSTAL W  (1.83)

Aminosauresequenzen der beiden PAL-Isoformen aus Silybum marianum und

multiple sequence alignment der

der HAL aus Pseudomonas putida
Grin unterlegte Sequenzbereiche beschreiben das aktive Zentrum der Histidin Ammoniak-
Lyase aus Pseudomonas putida (pir||[A35251, sp|P21310.3). Blau markierte Aminosauren

zeigen die Abweichungen bei den Phenylalanin Ammoniak-Lyasen aus der Mariendistel.

PAL 1 S.marianum MENGNHVNGVAVLNEFCI-KDPLNWGVAAEALTGSHLDEVKKMVAEFRKPVVKLGGETLT
PAL 2 S.marianum MANNNR----HVATELCINKDPLNWGLAAEAMTGSHLDEVKRMVAEFRKPVVKLGGETLT
HAL P. putida e MTELTLKPGTLT
* * k%
PAL 1 S.marianum VSQVAGIAAANDSNTVKVELSESARAGVKASSDWVMESMRKGTDS GATSHRRT
PAL 2 S.marianum VSQVAGIAAAGESSVVTVELSEAARAGVKASSDWVMESMNKGTGS G GATSHRRT
HAL P. putida LAQLRAIHAA————PVRLQLDASAAPAIDASVACVEQIIAEDRTA GLLASTRI
* * k% * * % * * % * k% %
PAL 1 S.marianum KQG--GALQKELIRFLNAGIFGNGTESSHTLPHSATRAAMIVRINTLLQGYSGIRFEILE
PAL 2 S.marianum KQG——GAL IRFLNAGIFGNGTESSHTLPHSATRAAMLVRINTLLOGYSGIRFEILE
HAL P. putida ASHDLENL VLSHAAGI ——————— GAPLDDDLVRLIMVLKINSLSRGFSGIRRKVID
* kK * * R * kKKK
PAL 1 S.marianum AITKFLNONVTPCLPLRGTIT DLVPLSYIAGLLTGRPNSKAVGPTGEILNAEEAFAQ
PAL 2 S.marianum AITKFLNTNVTPCLPLRGTIT DLVPLSYIARLLTGRPNSKAVGPTGEILNAEQAFTL
HAL P. putida ALIALVNAEVYPHIPLKGSVG DLAPLATMSLVLLGEGKARY---KGQWLSATEALAV
* * K R Kkkkkk KKk * K * * K *
PAL 1 S.marianum AGVEGGFFELQP GTAVGSGMASMVLFEANVLALLSEVLSAIFAEVMQGKPEF
PAL 2 S.marianum AGVSGGFFELQP GTAVGSGMASMVLFEANVLALLSEVMSATIFAEVMQOGKPEF
HAL P. putida AGLE--PLTL ALL GTQASTAYALRGLFYAEDLYAAAIACGGLSVEAVLGSRSP
* K * kKK kK KKKk * Kk K *
PAL 1 S.marianum TDHLTHKLKHHPGQIEAAAIMEYILDGSDYVKAAQKVHEMDPLOKPKQDRYALRTSPOWL
PAL 2 S.marianum TDHLTHKLKHHPGQIEAAAIMEYILDGGDYVKAAQKLHEMDPLOKPKQD TSPOWL
HAL P. putida FDARIHEARGQRGQIDTAACFRDLLGDSSEVSLSHK——NCDKV————QDP SL CQPQVM
* * k% * % **k Kk kK * %
PAL 1 S.marianum GPQIEVIRSATKMIEREINSVKDNPLIDVSRNKALHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIAAIG
PAL 2 S.marianum GPHXEVIRSSTKMIEREINSVNDNPLIDVARNKALHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIASIG
HAL P. putida GACLTQLRQAAEVLGIEANAVSD PLVFAAEGDVIIGGNFHAEPVAMAADNLALAIAEIG
* ok ok kkkk * k k% * * % *kkk kK
PAL 1 S.marianum KLMFAQFSELVNDFYNNGLPSNLSGGRNPSLDYGFEGGEIAMASYCSELQFLANPVTNHV
PAL 2 S.marianum KLMFAQFSELVNDFYNNGLPSNLSGGRNPSLDYGFKGAEIAMASYCSELQFLANPVTNHV
HAL P. putida SLSERRISLMMDKHMS QLPPFLV--ENGGVNSGFMIAQVTAAALASENKALSHPHSVDS
* * K * * * K * * K * *
PAL 1 S.marianum QSAEQHNQDVNSLGLISARKTAEAVDILKLMSSTYLVALCQSVDLRHLEENMKSTVKNTV
PAL 2 S.marianum QSAEQHNQDVNSLGLISARKTSEAVEILKLMSTTYLVALCQSIDLRHLEENMRSTVKNTV
HAL P. putida LPTSANQEDHVSMAPAAGKRLWEMAENTRGVPAIEWLGACQGLDLR-—--KGLKTSAK---
* * * * * * kK *
PAL 1 S.marianum SQVAKKVLTMGANGELHPSRFCEKDLLRVVDREYVFAYIDDPCSATYPLMQKLRQVLVDH
PAL 2 S.marianum SQVAKKVLTMGVNGELHPSRFCEKDLLRVVDREYVFAYIDDPCSATYPLMOKLRQVLVDH
HAL P. putida = @ —emmmmmm———————— LEKARQALRSEVAHYDRDRFFA-—-———————— PDIEKAVELLAKG
* * * * * * * * *
PAL 1 S.marianum ALNNGETEKNTNTSIFQKIATFEDELKAILPKEVEGVRIAYESDSLSIPSRIKACRSYPL
PAL 2 S.marianum ALNNGETEKNTSTSIFQKIGAFEDELKAILPKEVEGVRSSYEDGSLAIPNRIKACRSYPL
HAL P. putida SLT-GLLPAGVLPSL——=-——————————————m - m e m
* * *
PAL 1 S.marianum YREFVREELGGGFLTGEKVTSPGEEFDKVFTAMCKGEIIDPLLECVQGRNGVPLPIC
PAL 2 S.marianum YREFVREELGTGFLTGEKVTSPGEEFDKVFTAMCKGQIIDPLLECVEGWNGAPLPIC
HAL P. putida = S e e e e
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2.

Chalkonsynthase: Kalibriergerade fiir Naringenin
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Abb. 54 Kalibriergerade fiir das Produkt Naringenin: Aufgetragen wurde die errechnete Peakflache an der HPLC
gegen die bekannte Konzentration an Naringenin

3.

Cinnamoyl-CoA Reduktase: Spektrum der einzelnen Substrate und des
Kofaktors

159 .
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c 1
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Abb. 55 CCR: Aufgenommenes Spektrum der einzelnen Substrate und des Kofaktors. Absorptionsmaxima:
4-Cumaroyl-CoA: 333 nm, Sinapoyl-CoA: 352 nm, NADPH2: 340 nm Feruloyl-CoA: 346 nm. Alle enzymatischen

Nachweisreaktionen wurden unabhéngig vom Substrat bei einer Wellenldnge von 366 nm durchgefihrt und
dokumentieren die Abnahme der NADPH2 Konzentration.
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