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1.1 Die Superfamilie der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen
Die Superfamilie der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs) umfasst mehr als

47.000 annotierte Primarsequenzen in Aminoséure- und Gen-Datenbanken (Kallberg et al.,
2010) und ca. 300 Kristallstrukturen in der Proteindatenbank PDB (Berman et al., 2000).
SDR Enzyme kommen in allen Lebensformen von Archaeen Uber Bakterien bis hin zu
Eukaryoten vor. Die Sequenzidentitat zwischen den einzelnen Mitgliedern der Enzymfamilie
liegt durchschnittlich bei 20-30 %. Eine Unterteilung und Gliederung der SDR-Mitglieder in
ein strukturiertes Nomenklatur-System erschien notwendig. Auf der Grundlage von
Unterschieden in Sequenzmotiven (z.B. aktives Zentrum, Cosubstratbinderegion),
Sequenzlange (ca. 250-350 Aminosauren) und Aktivitdt wurden die SDR Enzyme in 5 + 2
Untergruppen gegliedert (Kallberg et al., 2002; Persson et al., 2009) (Abb. 1).

Kurzkettige Dehydrogenasen/Reduktasen

Abweichend (D) || Klassisch (C) ||Intermediér (1) Verlangert (E) Komplex (X)
Enoyl-ACP- Carbonyl-Alkohol- || nur SDR109I || Oxidoreduktasen EC 1 Synthasen EC 4
Reduktasen Oxidoreduktasen Drosophila Lyasen EC 4 als Teil eines Multi-

EC 1.3.1.- EC1.1.1.- ADHEC 1.1.1.1 Isomerasen EC 5 Enzym-Komplexes
Atypisch (A) Unbekannt (U)

+ | mit SDR-Topologie + | Sonstige Vertreter
nur SDR48A, SDR460A

Abb. 1 Gliederung der SDR-Superfamilie
Abbildung modifiziert nach Kavanagh et al., 2008 und Persson et al., 2009.

Eine internationale SDR-Nomenklaturinitiative (Kallberg et al., 2010; Persson et al., 2009)
unter Federfihrung von Yvonne Kallberg, Bengt Persson (beide Linkdping Universitat und
Karolinska Institut, Schweden) und Udo Oppermann (University of Oxford, GroBbritannien)
erstellte ein Nomenklatursystem beruhend auf Aminosauresequenzvergleichen unter
Verwendung von ,Hidden Markov“-Modellen (www.sdr-enzymes.org, (Kallberg et al., 2010)).
Seit Juli 2012 liegt eine zweite aktualisierte Version der SDR-Datenbank vor. Beginnend mit
den 47 menschlichen SDR-Familien werden die Familien absteigend nach der Anzahl ihrer
Mitglieder beziffert und mit einem Buchstaben fir die Untergruppe versehen (siehe Abb. 1 in
Klammern). Zum Beispiel umfasst die Familie SDR1E UDP-Glucose 4-Epimerasen, die zu
den verlangerten (,extended“) SDRs mit 5305 bekannten Vertretern in Mensch, Eukaryoten,
Bakterien und Archaeen gehdéren.
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Es folgen 27 Familien mit Vertretern in Eukaryoten, Bakterien und Archaeen, 90 Familien mit
Vorkommen in Eukaryoten und Bakterien, 16 Familien, deren Vertreter ausschlieBlich in
Bakterien und Archaeen zu finden sind und weitere 66 Familien mit eukaryotischen SDR-
Sequenzen. Den Abschluss bilden 217 rein bakterielle SDR Familien. Insgesamt kann so die
groBe Zahl von aktuell 463 verschiedenen SDR-Familien mit Hilfe von ,Hidden Markov*-

Modellen differenziert werden.

Die klassischen SDRs, mit einer durchschnittlichen Lange von 250 Aminosauren, bilden die
groBte Untergruppe der SDRs in Eukaryoten und Bakterien. Sie gehdren meist zu den
NAD(P)(H)-abhéangigen Carbonyl-Alkohol-Oxidoreduktasen (Kavanagh et al., 2008), die von
der Enzymkommission mit der Nummer EC 1.1.1.- bezeichnet werden.
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Abb. 2 Homologie-Modell von At2g29350 mit dem Cosubstrat NADPH

Das Modell basiert auf der Kristallstruktur der Datura stramonium TRII (PDB-Eintrag: 1IPE). Modell
und Abbildung wurden von Juliane Fischer mit YASARA (Krieger et al., 2004) bzw. MOE (Molecular
Operating Environment, 2011.10; Chemical Computing Group Inc., 2011) erstellt.

Trotz geringer Sequenzidentitdt untereinander zeigen die klassischen SDRs einige
Gemeinsamkeiten. Die dreidimensionale Struktur entspricht einer Rossmann-Faltung
(Rossmann et al.,, 1974) mit einem zentralen aus 7 Segmenten bestehenden B-Faltblatt
(Abb. 2, B1 — B7 gelb), das auf beiden Seiten von a-Helices (Abb. 2, rot) flankiert wird. Die
Sekundarstruktur der SDRs ist somit durch die alternierende Abfolge von B-Faltblattern und
a-Helices gepragt. Diese Faltung ist typisch fir dinukleotidbindende Enzyme. Im
N-terminalen Bereich ist die Cosubstratbinderegion mit dem glycinreichen Motiv TGxxxGxG
lokalisiert. Die Praferenz fur NAD(H) oder NADP(H) wird durch einzelne Aminos&uren in
diesem Motiv und am C-terminalen Ende des zweiten B-Faltblattes (82) festgelegt (Kallberg
et al., 2002).
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Eine weitere Gemeinsamkeit der klassischen SDRs ist die katalytische Triade aus Serin,
Tyrosin und Lysin, die auch zur katalytischen Tetrade mit Asparagin erweitert werden kann
(Filling et al., 2002; Oppermann et al., 2003) (Abb. 3). Die Aminosaure Serin bindet das
Substrat Uber eine Wasserstoffbriicke zum Carbonyl-Sauerstoff. Tyrosin fungiert als
katalytische S&ure, deren Proton bei der Reduktion auf den Carbonyl-Sauerstoff des
Substrats  Obertragen  wird. Lysin  verringert  durch  ein  System  von
Wasserstoffbriickenbindungen (Protonen-Relay-System) den pK,-Wert des Tyrosins und
erleichtert die Protonenlbertragung. Das konservierte Asparagin bindet ein Molekil Wasser
Uber die Peptidcarbonyl-Funktion und ermdglicht so eine Protonentbertragung auf das
Wassermolekil (Abb. 3). Bei den SDRs wird meist das 4 pro-S Hydrid des reduzierten
Nikotinamidrings auf den Carbonyl-Kohlenstoff des Substrats lbertragen (Kavanagh et al.,
2008). Es entstehen in dquimolaren Anteilen Alkohol und oxidiertes Cosubstrat NAD(P) als
Produkte der Reduktion.
NADH 5-Androstan-3-on-17-ol

OH
CH,

)k Ser138
Lys155

Asn111

Tyr151

Abb. 3 Postulierter Reaktionsmechanismus der 33/178-Hydroxysteroiddehydrogenase

Abbildung modifiziert nach Filling et al., 2002. Gestrichelte Linien symbolisieren Wasserstoff-
briickenbindungen, die Pfeile deuten das Protonen-Relay-System an; R, Adenosindiphosphat.

Die katalytischen Aminosduren der SDRs befinden sich im C-terminalen Bereich in
raumlicher Nahe zum Nikotinamid-Ring des Cosubstrats. Der C-terminale Bereich ist sehr
variabel und bedingt das breite Substratspektrum, angefangen von aliphatischen Alkoholen
und Zuckern Uber Alkaloid-Vorstufen zu Steroiden und Xenobiotika.

Der bekannteste Reaktionsmechanismus klassischer und auch intermedidrer SDRs ist der
geordnete bi-bi-Mechanismus (Tab. A1; Anhang). Dabei bindet das Cosubstrat zuerst an das
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Enzym (erster bindrer Komplex) und wird zuletzt aus dem zweiten bindren Komplex,

bestehend aus Enzym und verbrauchtem Cosubstrat, freigesetzt (Abb. 4).

Reduktionvon S
E + NAD(P)H + S =—* E*NAD(P)H + S=—— ENAD(P)H-S

I

E + NAD(P) + P =—- E-NAD(P) + P —= E-NAD(P)-P
Oxidation von P >

Abb. 4 Schema eines geordneten bi-bi-Reaktionsmechanismus fiir klassische SDRs

Abbildung modifiziert nach Benach et al, 1999 und Sahni-Arya et al., 2007. E, Enzym; S, Substrat der
Reduktion; P, Produkt der Reduktion; nahere Erlduterungen im Text.

Kristallisationsexperimente mit der Tropinonreduktase Il aus Datura stramonium (SDR65C,
EC 1.1.1.236) legen nahe, dass auch die enzymatische Katalyse der Tropinonreduktion
einem geordneten bi-bi Reaktionsmechanismus folgt, bei dem zuerst NADPH gebunden
wird. In der Arbeitsgruppe um Nakajima und Yamashita wurden das Protein DsTRII allein
(PDB-Eintrag: 2AE1), der bindre Komplex aus TRIl und NADPH (E-NADPH; 1IPE), sowie
der ternare Substrat-Komplex aus TRIl, NADPH und Tropinon (EsNADPH-S; 1IPF) und der
ternare Produkt-Komplex aus TRIl, NADP und Pseudotropin (EsNADP+P; 2AE2) kristallisiert
(Nakajima et al., 1998; Yamashita et al., 1999; Yamashita et al., 2003). Wahrend der
Entstehung des terndren Komplexes DsTRII*NADPH+«Tropinon aus DsTRII*NADPH und
Tropinon in einer Durchflusszelle, wurden die Reaktionsphasen mit UV/VIS-Spektroskopie
verfolgt. Die gemessene Abnahme der Absorption bei 340 nm bestétigte den Ablauf der
enzymatisch katalysierten Reduktion des Tropinons unter Oxidation des Cosubstrats NADPH
(2.4.1.1) (Yamashita et al., 2003).

1.2 Tropinonreduktasen und Tropinonreduktase-ahnliche SDRs

1.2.1 Funktionale Tropinonreduktasen
Tropinonreduktasen (TRs) gehéren zu den klassischen SDRs. Sie sind verantwortlich fir die

entscheidende Verzweigung im Biosyntheseweg von Tropanalkaloiden (z. B. Hyoscyamin,
Scopolamin) und Nortropanalkaloiden (Calystegine) am Punkt der Reduktion des Ketons
Tropinon (Drager, 2006). Diese Verzweigung resultiert aus dem Vorkommen zweier
stereospezifischer Tropinonreduktasen, der tropinbildenden TR (TRI, EC 1.1.1.206, Produkt
3a-Tropanol) und der pseudotropinbildenden TR (TRII, EC 1.1.1.236; Produkt 33-Tropanol).
Beide Enzyme wurden bereits in diversen Solanaceen-Arten (z. B. Datura stramonium,
Hyoscyamus niger, Anisodus acutangulus, Solanum dulcamara, Solanum tuberosum)

entdeckt. In Calystegia sepium, einem Vertreter der eng verwandten Nachbarfamilie
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Convolvulaceae, wurde bisher nur die Gensequenz einer TRI gefunden. Die Vertreter beider
Pflanzenfamilien enthalten entweder Tropanalkaloide (z. B. Hyoscyamin, Scopolamin) und
Nortropanalkaloide (Calystegine) oder nur Nortropanalkaloide (Solanum, Calystegia). Fir
beide Tropinonreduktasen aus Datura stramonium, mit 64 % Aminosauresequenzidentitat
zueinander, existieren gut aufgeldste Kristallstrukturen im Komplex mit Tropinon und NADPH
fir DsTRIl (PDB-Eintrag: 1IPF) und im Komplex mit NADP fur DsTRI (PDB-Eintrag: 1AE1)

\ (Nakajima et al., 1998).
N Die Brassicaceae Cochlearia officinalis enthalt
ﬂ sowohl das Tropanalkaloid Cochlearin (Liebisch et
al., 1973) als auch die Calystegine A5, B3 und B2

Tropinon O (Brock et al., 2006). Andrea Brock gelang es, ein

TR / CoTR \RI Gen mit 54 % Nukleinsaureidentitat zu dstr/ und
dstrll aus Blatt-RNA von C. officinalis zu

amplifizieren (Brock et al., 2008). Das codierte

Enzym, genannt CoTR, katalysierte in vitro die

%/ % Reduktion von Tropinon zu Tropin und

Pseudotropin Tropin o4 Pseudotropin. Auch war es in der Lage, die

M

Nortropanalkaloide Tropanalkaloide  Eigenschaft, da bislang nur die enzymatische
Oxidation von Tropin zu Tropinon durch die TRI
bekannt war (Abb. 5).

i Oxidation beider Alkohole zuriick zum Keton
Tropinon zu katalysieren. Das ist eine neue

Abb. 5 Reduktion von Tropinon

1.2.2 Tropinonreduktase-dhnliche SDRs — Definition
Interessanterweise lassen sich im Genom der Modellpflanze Arabidopsis thaliana

(Brassicaceae) 16 Gene mit hoher Sequenzidentitdt (=50%) zu bekannten
Tropinonreduktasen aus Solanaceen finden. In der UniProt-Datenbank tragen sie
Bezeichnungen wie ,putative tropinone reductase“, ,tropine dehydrogenase“ oder ,TRI.
Allerdings enthélt A. thaliana weder Tropanalkaloide noch Calystegine (Brock et al., 2006).
Eine Funktion als Tropinonreduktase erscheint fir die codierten Enzyme somit eher
unwahrscheinlich. Die SDR-Nomenklaturinitiative fasst diese TR-ahnlichen Sequenzen auf
Grund von Aminosauresequenzvergleichen (,Hidden Markov“-Modelle) mit den funktionalen
Tropinonreduktasen unter der Familienbezeichnung SDR65C zusammen. Die Familie enthalt
klassische SDRs mit Vertretern in Eukaryoten und Bakterien und hat aktuell insgesamt 303
Mitglieder. Im Folgenden werden diese Gene als Tropinonreduktase-ahnlich (TR-like = TRL)
und die resultierenden Proteine als TRL Proteine/Enzyme bezeichnet. Da die Genloci fir die
TRL Gene in A. thaliana bekannt und eindeutig zuzuordnen sind, werden sie in dieser Arbeit
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als Bezeichnung fir die Gene (z. B. at5g06060) und die zugehdérigen codierten Proteine
(z. B. At5g06060) verwendet.

1.2.3 Verbreitung von TRL Genen im Pflanzenreich
TRL Gene sind im Pflanzenreich weit verbreitet. So lassen sich in zahlreichen pflanzlichen

Genomen, unabhéngig vom Vorkommen von (Nor-)Tropanalkaloiden, TRL Gene finden
(Beispiele siehe Tab. A2 im Anhang). Aura Navarro-Quezada untersuchte das Auftreten und
die molekulare Evolution der TRLs innerhalb der Brassicaceen (Navarro-Quezada, 2007). In
Arabidopsis thaliana sind 12 der 16 TRL Gene in Tandem auf Chromosom 2 angeordnet,
zusatzlich liegt ein weiteres Gen (Locus at2g30670) auf diesem Chromosom (Abb. 6). Blanc
und Mitarbeiter erforschten die Duplikation von Genabschnitten (,Genbldcke®) im Genom von
A. thaliana (Blanc et al., 2003). Sie stellten eine frihzeitige Genduplikation zwischen
Abschnitten auf Chromosom 5 (mit Locus at5g06060) und Chromosom 2 fest (mit Locus
at2g29260), die vermutlich nach der Trennung von Mono- und Dikotelydonae auftrat. Die
beiden Gene at5g06060 und at2g029260 bilden innerhalb der TRL Gene von A. thaliana das

sogenannte phylogenetisch alte Cluster A (Navarro-Quezada, 2007).
1 2

3 4 5
atlg07440 - . . at5g06060 A
atlgo74s50 :

at2929150 B
-at2g29170 B
- 212929260 A--l ------------------------

fiat2g20200 B
peat2g29300 C

Vat2g29310 C
Vat2929320 C
flat2g29330
liat2g29340
lat2g29350
at2929360 B
at2929370 B
at2g30670 C

Abb. 6 A. thaliana Chromosomenkarte mit TRL Genloci

Die Buchstaben hinter den Loci bezeichnen die Zuordnung zu den drei Clustern (siehe Abb. 7).
Gestrichelte Linien verdeutlichen duplizierte Gene auf verschiedenen Chromosomen.

Eine zweite unabhéngige Genduplikation zwischen Chromosom 2 (mit Locus at2929260)
und Chromosom 1 (mit Locus at1g07440), vermutlich nach der Trennung der Arten
A. thaliana und Brassica rapa vor ca. 24-40 Mio. Jahren, fihrte zu den TRL Genen
at1g07440 und at19g07450 auf Chromosom 1.

Orthologe Gene zum A. thaliana TRL Gencluster auf Chromosom 2 wurden im Genom
weiterer Brassicaceen-Arten durch Sequenzierung von Bibliotheken bakterieller artifizieller
Chromosomen (BAC) entdeckt (Navarro-Quezada, 2007). Das Vorkommen von TRL Genen
ist far folgende Brassicaceen nachgewiesen: Arabidopsislyrata (13 TRL Gene),
A. cebennensis (mindestens 6 TRL Gene), Capsella rubella (15 TRL Gene) und Boechera
divaricarpa (11 TRL Gene). Ebenso enthélt ein Vertreter der eng verwandten Familie
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Cleomaceae, Cleome spinosa, 8 TRL Gene (siehe Tab. A2, Anhang). Auch die mit dem
Raps eng verwandte Art Brassica rapa (Ribsen) enthalt mindestens 3 TRL Gene. Abb. 7
zeigt die phylogenetischen Beziehungen der codierten TRL Proteine aus A. thaliana und

C. rubella, im Vergleich zu CoTR.

P
= 5
O
% 3 o S
3 & 8
QA =5 ' g é’
D o © = o
7 v = &
B . - &
2 o o
c r (&) X
7 8] 4@‘
A4 4)( 2 2 C&
2 7 ]
‘396‘;-0 R pag?®
o
C, T -, =
YR . 55 crTRL2T
88
e 98
% e 2 At2g2g
42929320 w - 370
100 ‘S © Crr,
(8 @ Ry
292930 24
S = ‘?{fb
9{5\0 o - 99‘?&
P\\'I—grl Q‘,\ ()
o & g J%d’
Ca o -
P e 2 8 5
W & Q) 2 <!
o g o v g
<) 3 k7 5
£ \Modernes Cluster B
[ 6]
Modernes Cluster C g
=
o
=
- 2
g Q
,@;’ o
§ 2
o

0.02

|Altes Cluster A|

Abb. 7 Phylogenetischer Baum der TRLs aus A. thaliana und C. rubella

Der Baum wurde mit MEGA 5 fiir bekannte TRL Aminosauresequenzen aus A. thaliana und C. rubella
im Vergleich zu CoTR erstellt (nach Methode 2.5.2). Die Zuordnung der Sequenzen zu den Clustern

erfolgte nach Navarro-Quezada, 2007.
Die Zahlen an den Verzweigungen entsprechen Bootstrap-Werten 2 50 %. Die grau unterlegten TRLs,

sollten in der Promotion bearbeitet werden.
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1.2.4 Oxidoreduktasen als anwendbare Biokatalysatoren
Optisch-aktive Alkohole sind wichtige Ausgangsstoffe oder Intermediate verschiedenster

Synthesen in der chemischen Industrie (z. B. fir Geruchs- und Geschmacksstoffe) und der
pharmazeutischen Industrie (Wirkstoffe). Sie werden entweder durch chemische Reduktion
oder durch enzymatisch katalysierte Reduktion prochiraler Ketone erzeugt (Patel, 2008).
Meist wird fir die anschlieBende Synthese ein chiraler Alkohol in enantiomerenreiner Form
bendtigt. Biokatalysatoren zeichnen sich durch eine hohe Stereospezifiat fur die betreffende
Reaktion und gleichzeitig durch ein breites Substratspekirum aus. Oxidoreduktasen bieten
als natirlich vorkommende Biokatalysatoren enorme Mdglichkeiten flr die sogenannte
asymmetrische Synthese optisch-aktiver Alkohole. Mikroorganismen (Pilze, Bakterien,
rekombinante Bakterien), Pflanzenzellkulturen und geschnittenes Pflanzenmaterial, sowie
isolierte rekombinante Enzyme werden fiir biokatalytische Synthesen eingesetzt (Matsuda et
al.,, 2009). Inzwischen werden Oxidoreduktasen auch in Form von Screening-Kits flr die
Forschungs- und Entwicklungsabteilungen chemisch-pharmazeutischer Betriebe angeboten,
z. B. das KRED Panel® von Codexis (~ 300 Ketoreduktasen in 96 Well-Platten) und das
Chiralscreen Biocatalyst® Kit von Daicel.

Die japanische Firma Daicel besitzt auBerdem mehrere Patente auf enzymatisch katalysierte
Synthesen chiraler Alkohole unter Einsatz der Tropinonreduktase | aus den Pflanzen
Datura stramonium und Hyoscyamus niger (beide Solanaceae) (Tab. 1).

Tab.1 Patente der Firma Daicel zu biokatalytischen Synthesen mit TRI

Patenthummer Patenthalter Katalysierte Reaktion Enzyme Jahr
Yamamoto, H.
EP1318200 (A2) T .
. Ueda, M.; 3-Chinuclidinon »>
Daicel Ghem. Ritsuzui, P.,  (R)-3-Chinuclidinol HNTRI, DsTRI 2003
apan .
Hamatani, T.

JP2004075561 A Yamamoto, H.; Benzoylformamide >

S)aaglnc;?: Chem. Elirsnh(?lt(%w};; " (R)-Mandelamide HnTRI, DsTRI 2004
‘lsvaoigglc)é1h4(32r$11.o o Hﬁ(ﬁ(ﬁngM 1( 81) 1};}'}:;’21??5?0550;}3 :/-ivgi-tr:rle’ (D)iLF;I 2007
Japan Yamamoto, H. prop reduktasen

JP2007189923 A

. Kimoto, K., N-Benzyl-3-pyrollidinon >
Daicel Ghem. Yamamoto, H.  (R)-N-Benzyl-3-pyrollidinol 11 DSTRI2007
apan
JP2007176838 A Mitsuhashi. K 3-Chinuclidinon >
Daicel Chem. Yama uchi H (R)-3-Chinuclidinol DsTRI 2007
Japan 9 ** " (Extraktion des Produkts)
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Die Vorteile biokatalytischer Synthesen liegen auf der Hand. Sie verlaufen unter milden
Reaktionsbedingungen bei Raumtemperatur (20—-30 °C) und Atmosphéarendruck in wassrigen
Pufferlésungen oder Nahrmedien. Das gewinschte Produkt (R- oder S-Alkohol) kann
enantiomerenrein produziert und leicht isoliert werden, und die anfallenden Abfélle sind
ungiftig und bioabbaubar (Biomasse). Die Biokatalyse ist somit ein zukunftsweisendes und
umweltfreundliches Verfahren fir die chemische und pharmazeutische Industrie.

1.3 Aufgabenstellung

Im Genom der Modellpflanze A. thaliana liegen 16 verschiedene TRL Gene vor, die Pflanze
enthdlt aber weder Tropanalkaloide noch Calystegine (Nortropanalkaloide) (Brock et al.,
2006). Durch ein weiteres Brassicaceen-Sequenzierungsprojekt in der nachsten
benachbarten Gattung Capsella (Joint Genome Institute, Programm CSP 2006), liegen Teile
des Genoms des diploiden Vertreters Capsella rubella (Rétliches Hirtentaschel) bereits
entschlisselt vor und stehen der Forschung zur Verfigung. Bei der Sequenzierung von
BAC-Bibliotheken identifizierte Aura Navarro-Quezada 15 verschiedene TRL Gene fir
Capsella rubella (Navarro-Quezada, 2007). In den Bluten, den Friichten, den Stangeln und
den Laubblattern einer getrockneten C. rubella Ganzpflanze wurden jedoch keine
Calystegine detektiert (Pflanzenmaterial von Dr. Markus Piotrowski, Ruhr-Universitat
Bochum; Drager, unverdffentlicht) und auch das Vorkommen von Tropanalkaloiden in dieser
Brassicaceae ist nicht bekannt.

Warum kommen Tropinonreduktase-ahnliche Gene in den Genomen beider Modellpflanzen
so zahlreich vor? Welche Unterschiede und Gemeinsamkeiten bestehen zwischen den
Mitgliedern der verschiedenen phylogenetisch abgebildeten Cluster A, B und C bei
Eigenschaften, Funktionen und katalytischer Aktivitat?

Welche méglichen Funktionen Gbernehmen die TRL Proteine im pflanzlichen Stoffwechsel?
Bieten TRL Enzyme Potential fir den Einsatz als Biokatalysatoren in Synthese-Prozessen?

Diese Fragen sind von zentraler Bedeutung fiir die vorliegende Dissertation.

Zum Vergleich wurden TRL-Sequenzen aus A. thaliana (At) und C. rubella (Cr) ausgewahlt,
die aus allen drei Clustern A, B und C stammen (Tab. 2, Abb. 7 grau unterlegt). Auch CoTR,
als einzige bekannte funktionale Tropinonreduktase aus Brassicaceen und Vertreter des
modernen Clusters B, wurde in die Auswahl einbezogen.

Das Enzym At2g29360 wurde bereits von Andrea Brock in E. coli 16slich hergestellt und auf
katalytische Aktivitdt mit Tropinon und weiteren Verbindungen untersucht (Brock et al.,
2008). Sie erstellte auch ein Homologiemodell des als AtSDR1 bezeichneten Proteins und
versuchte durch zielgerichtete Mutagenese ein tropinonreduzierendes Enzym zu erhalten.
Fir das Enzym At29g29360 sollten in dieser Arbeit weitere Substrate gefunden und die
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Ubereinstimmung des Substratspekirums mit anderen ausgewéhlten TRL Enzymen

untersucht werden.

Tab.2 Vergleich der Aminosauresequenzidentitiat der ausgewéahlten TRL Proteine

. | Aminosdure- | @ | @ B | R Blo|Bd| &

2 | sequenzidentitat | 3 | & > o939 K|

3 [%] SIS E|I S ST TS

&) VI ||l N | & EHE|la|E2 || o
ClustaW2 1 2 %o |2 |Z |6 |2 |65 |%|%

A | At5g06060 —

A | At2g29260 63 | —

B | CoTR 62 | 56 | —

B | At2g29150 62 |58 |79 | —

B | At2g29170 62 | 55|79 |83 | —

B | CrTRL5 62 | 56 | 78 | 82 | 87 | —

B | At2g29360 64 |59 80 (80|79|80 | —

B | CrTRL26 65|60 |77 |78 |76 |78 |87 | —

B | At2g29350 65|56 |79 (79|80 |81 79|77 | —

C | At2g29330 64 | 57| 61|61 |61 |62 |65|64|63| —

C | CrTRL21 63 |56 |60 |60 |60|61|63|62|61|90

Fett: Aminosauresequenzidentitat der codierten Proteine potentiell orthologer Gene

Die Auswahl von Gensequenzen fiir die Klonierung und nachfolgende Synthese der Proteine
in E. coli richtete sich zum einen auf Paare orthologer Gene mit groBer Ahnlichkeit zu cotr
(at2g29150/at2g29170 und crtrl5; at2g29360 und crtrl26) und zum anderen auf Gene
(at5g06060 und at2g29260 aus altem Cluster A) und orthologe Genpaare (at2g29330 und
crtrl21 aus modernem Cluster C) aus den drei phylogenetisch differenzierten Clustern A, B
und C. Das Gen at2g29350 erschien ebenfalls interessant, da bereits Publikationen im
Zusammenhang mit erhéhten Transkriptraten in verschiedenen Stadien der Blatt-Seneszenz
vorlagen. Deshalb ist dieses Gen auch unter der Bezeichnung SAG13 flr seneszenz-
assoziiertes Gen 13 bekannt (Lohman et al., 1994; Miller et al., 1999; Weaver et al., 1998).
Das codierte Protein At2g29350 zeigt mit 79 % Aminosauresequenzidentitdt grof3e
Ahnlichkeit zu CoTR (Tab. 2).

Die Eckpunkte des geplanten Arbeitsflusses im Rahmen des TRL Projektes sind in
Abbildung 8 schematisch dargestellt. Das Projekt gliedert sich in zwei Zweige, von denen der
biochemische Zweig (in vitro Studien) in dieser Arbeit verfolgt werden sollte und der
bioinformatische Zweig (in silico Studien) die Aufgaben fiir die Promotion von Juliane Fischer
(Diplom-Bioinformatikerin, AG Computerchemie, Priv.-Doz. Dr. Brandt, IPB, Halle (Saale))
enthdlt. Die Ergebnisse der in silico Studien wird Juliane Fischer ausfihrlich in ihrer
Dissertationsschrift darstellen und diskutieren.

Die Aufgabenbereiche sind untereinander stark vernetzt (Doppelpfeil in Abb. 8): Diese
Vernetzung beinhaltet die gegenseitige Information Gber neue Ergebnisse/Erkenntnisse und
deren konstruktive Diskussion.
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In vitro Studien | Auswahl von TRL Genen aus | In silico Studien
A. thaliana und C. rubella

Promotion Juliane Fischer

\4

. (AG Brandt, IPB Halle)
Klonierung
¢ Protein-Homologiemodellierung
Proteinsynthese/-reinigung l
y Struktursuche in Datenbanken
Untersuchung der Enzymaktivitat | €= + Docking

4 y
ZIELE:
Entdeckung neuer TRL Substrate
Charakterisierung katalytischer Aktivitaten
Unterschiede/Gemeinsamkeiten der TRL Cluster

- Funktion/Nutzen fir die Pflanze?
-> Biotechnologische Anwendungen?

Abb. 8 Schema des geplanten Arbeitsflusses in Kooperation mit Juliane Fischer

Die ausgewahlten TRL-Sequenzen aus A. thaliana und C. rubella aus den drei Clustern A, B
und C (Tab. 2) sollten kloniert und die codierten TRL Proteine in E. coli synthetisiert und

gereinigt werden.

CoTR, als einzige bekannte funktionale Tropinonreduktase aus Brassicaceen, diente als
Referenzenzym zum direkten Vergleich der katalytischen Aktivitdten mit den TRL Enzymen.
Die Eigenschaften und das Substratspektrum der TRL Proteine sollten charakterisiert und
zwischen den Vertretern der verschiedenen Cluster verglichen werden. Aus Analysen der
entsprechenden Aminosduresequenzen lieBen sich unterschiedliche Praferenzen fir die
Cosubstrate NADP(H) und NAD(H) far die Mitglieder der verschiedenen TRL Cluster ableiten
(Kallberg et al., 2002). Diese Praferenzen sollten mit den rekombinanten TRL Proteinen in

vitro Uberprift werden.

Ausgehend von Carbonylverbindungen die als Substrate der Tropinonreduktasen aus
Solanaceen bereits bekannt waren (z.B. Tropinon, Chinuclidinon, Piperidinone,
Methylcyclohexanone), sollten die katalytischen Aktivitdten der TRLs mit denen funktionaler
Tropinonreduktasen aus der gemeinsamen SDR-Familie SDR65C verglichen werden.
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Da fir SDR Enzyme allgemein ein breites Substratspektrum postuliert wird (Favia et al.,
2008), sollten weitere Substrate fir die TRL Enzyme gefunden werden. Das Docking von
Homologiemodellen der TRLs mit niedermolekularen chemischen Verbindungen aus
speziellen Datenbanken sollte dazu Hinweise liefern. Die chemische Struktur der
Verbindungen, die als Substrate fir TRLs in vitro identifiziert werden, sollte als
Ausgangspunkt flr die Suche nach &hnlichen Grundstrukturen in anderen Stoffklassen

dienen.

Die katalytischen Eigenschaften, wie z. B. Substratspektrum, katalytische Aktivitdt und
Substrataffinitat, sollten fir die TRL Enzyme der verschiedenen Cluster untereinander,
innerhalb der Familie SDR65C, aber auch mit Enzymen anderer pflanzlicher SDR-Familien
verglichen werden. Uber das natiirliche Vorkommen identifizierter Substrate bzw. sehr
ahnlicher Verbindungen in Brassicaceen sollten Rickschlisse Uber mégliche Funktionen der
TRLs im Stoffwechsel der Pflanze abgeleitet werden.

Oxidoreduktasen, die ein breites Substratspektrum, gute katalytische Aktivitdt und
Stereospezifitdt der Katalyse aufweisen und zusétzlich in hohen Ausbeuten heterolog
synthetisiert werden, sind fiir die Anwendung als Biokatalysatoren in der chemischen oder
pharmazeutischen Industrie geeignet. In dieser Arbeit sollten TRL Enzyme auf diese
Eigenschaften untersucht werden, um ihr mogliches Potential als anwendbare
Biokatalysatoren abschéatzen zu kénnen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Tab.3 Verwendete E. coli Bakterienstaimme

Bezeichnung Genotyp Verwendung
M15[pREP4] Nal®, Str°, RifS, Thi", Lac, Ara®, Gal*, MtI", F~, RecA*,
QIAGEN Uvr', Lon*. (Kan®) [pPREP4] Synthese

A(ara-leu) 7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139

Rosetta-gami (DE3) ahpC galE galK rpsL F'llac+ lacl® pro] gor522:Tn10  Synthese

Novagen trxB pRARE (Cam®, Kan®, Str*, Tet?)
XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac Kloni
Stratagene [F" proAB lacPZAM15Tn10 (Tet)] Subklonierung

2.1.2 Leerplasmide

Tab.4 Verwendete bakterielle Leerplasmide

Bezeichnung Eigenschaften

pCR 2.1 Invitrogen 3929 bp, linearisiert, lacZ-Fragment, Ampicillin- /Kanamycinresistenz

pET-21d(+) Novagen 5440 bp, T7-Tag (N), His-Tag (C), Ampicillinresistenz

pQE-30 QIAGEN 3461 bp, His-Tag (N), Ampicillinresistenz

lacZ-Fragment, B-Galactosidase-Genfragment; (N), N-terminal; (C), C-terminal

213 Kits

Tab.5 Kits fiir Arbeiten mit Nukleinsauren und Proteinen

Bezeichnung Hersteller =~ Verwendung

Ni-NTA Spin Kit QIAGEN Proteinreinigung Uber His-Tag
QIAGEN Plasmid Mini Kit QIAGEN Plasmidisolierung

QlAquick Gel Extraction Kit QIAGEN DNA-Extraktion aus Agarosegel

SuperScript || Reverse Transcriptase Kit  Invitrogen Reverse Transkription von mRNA

TA Cloning Kit Invitrogen Klonierung in pCR 2.1
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214 Enzyme

Tab.6 Verwendete Enzympréaparationen

Enzym Konzentration Hersteller
BamHI 10 U/pl Fermentas
DNase | 5098 U/mg AppliChem
Dpnl 10 U/ul Fermentas
Lysozym BioChemica 2000 U/mg AppliChem
Ncol 10 U/ul NEB

Notl 10 U/ul NEB

Pfu DNA Polymerase, nativ 2,5 U/l Fermentas
PfuUltra High Fidelity DNA Polymerase 2,5 U/l Stratagene
Pstl 15 U/ul Fermentas
Sall 10 U/pl Fermentas
Sphl = Pael 10 U/ul Fermentas
SuperScript || Reverse Transcriptase 200 U/ul Invitrogen
T4 DNA Ligase 1 U/ul Fermentas
T4 DNA Ligase 3 U/l Promega
Taq DNA Polymerase, rekombinant 1 U/l Fermentas
Xmal = Cfr9l 10 U/ul Fermentas

2.1.5 Kulturmedien fir E. coli

Tab. 7

Verwendete Kulturmedien fiir E. coli

Bezeichnung

Zusammensetzung

LB (Luria-Bertani)-Medium

1 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt
1 % NaCl
pH-Wert 7,5

LB-Agarplatten

LB-Medium mit 1,5 % Agar. Ein geeignetes Antibiotikum
wurde gegebenenfalls zugesetzt.

SOB-Medium

2 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt

10 mM NaCl

2,5 mM KClI

10 mM MgCl;

pH-Wert 6,8 — 7,0

Magnesiumsalze wurden nach dem Autoklavieren zugesetzt.

SOC-Medium
(nach TA Cloning Kit
Manual, Invitrogen)

2 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt
10 mM NacCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl;

10 mM MgSO,
20 mM Glucose

TB (Terrific Broth)-Medium

1,2 % Trypton
2,4 % Hefeextrakt
0,4 % Glycerol
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2.1.6 Oligonukleotid-Primer
Tab.8 Verwendete Oligonukleotid-Primer
Alle Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert und als 100 uM Lésung in DEPC-Wasser bei -20 °C gelagert.
Die Schmelztemperaturen der Primer wurden mit OMIGA 2.0 und fir die Mutageneseprimer mit dem T,,-Calculator (Stratagene) berechnet.
Mutierte Tripletts sind unterstrichen und Schnittstellen fir Restriktionsendonukleasen fett gedruckt.
Nr. Bezeichnung Schnittstelle Sequenz (5’ 2> 3’) Tm [°C]

at5g06060-N-His in pQE-30

1 At5g06060FOR BamHI GGATCCGAAACTGACAAAAGATGGTCTC 55,5
At5g06060REV Pstl CTGCAGTTAAGGCTTCATAGCATAGC 52,7
at2g29260-N-His in pQE-30

2a At2g29260FOR Sphl GCATGCGTGCTTGACATGGCTTCTCAC 60,9
At2g29260REV Xmal CCCGGGCTAATCATGTCGTGGGAAGAAACC 63,0
-61Nat2g29260-N-His in pQE-30

2b -61Nat2g29260FOR Sphl GCATGCTCCAAGGAAAGATGGTCTCTCAATG 64,8
At2g29260REV Xmal CCCGGGCTAATCATGTCGTGGGAAGAAACC 63,0
-61Nat2g29260-N-His in pQE-30 Q220Y

2c M260FOR - CCCTCAAGAATATGTCGGTCTACTCTTCAACCAAAGGAGC 79,1
M260REV - GCTCCTTTGGTTGAAGAGTAGACCGACATATTCTTGAGGG 79,1
cotr-C-His in pET-21d(+)

3  TRdir (Brock, 2008) Ncol CCATGGCTAATTTAAGAGAGAGCTC 61,3
TRrev (Brock, 2008) Notl GCGGCCGCTCTTAAAGGC 60,5
at2g29360-N-His in pQE-30

4  At2g29360NF (Wagner, 2011) BamHI GGATCCGCTAAGACAGGGGAAAGC 55,0
At2g29360NR (Wagner, 2011) Sall GTCGACTTAAGGCAGAGGCTTGAAAG 57,4
crtrl26-N-His in pQE-30

5 CrTRL26FOR BamHI GGATCCGCAAAAACAGGGGAAAGC 58,3
CrTRL26REV Sall GTCGACTTAAGGCAGAGGTTTGTAAGAG 55,6
at2g29350-N-His in pQE-30

6  At2g29350FOR Sphl GCATGCGCAAAGGAAGGGGGCTTG 63,0
At2g29350REV Pstl CTGCAGTTATGGCATAGTCTTGAAGGAAAAACC 63,6
at2g29150-N-His in pQE-30

7  At2g29150F (Plohmann, 2010) BamHI GGATCCGCTAAAGCAGGAGAAAACTCGAGAG 63,2
At2g29150R (Plohmann, 2010) Pstl CTGCAGCTAAGGCTTGAAAGAGAAGCCATTC 62,9
at2g29330-N-His in pQE-30

8  At2g29330F (Coppi, 2012) BamHI GGATCCGATAAAAGGTGGAGTCTCCAAG 57,0
At2g29330R (Coppi, 2012) Sall GTCGACCTATGGCTGATATGAGAAGCC 56,6
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2.1.7 Chemikalien

Tab.9 Verwendete Laborchemikalien

Substanz Qualitat Hersteller
Aceton chem. Rein 2 99,5 % Roth
Chloroform DAB 9 Merck
Dimethylformamid (DMF) 299 % Merck
Ethanol, unvergallt reinst 96 % (V/V) Merck
Ethanol, vergallt 96 % (V/V) Merck
Ethylacetat = 99,5 % Roth
Glycerol 298 % Roth
Isopropanol reinst Roth
Methanol 99,90 % Roth
n-Hexan > 99 % zur Synthese Roth
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1- Pufferqualitat .
etéansﬁlfongéurg )(I—F|)I§PES) 2 99,53/0 AppliChem
2—Amino—2(.—hydr.oxymethyl)—1 ,3-propandiol- > 99% Boehringer
Hydrochlorid (Tris-HCI) Mannheim
Acrylamid =99 % AppliChem
Agar fir die Bakteriologie  AppliChem
Agarose peq Gold Universal  peglLab
Albumin Fraktion V aus Rinderserum (BSA) 298 % Serva
Ammoniumperoxodisulfat (APS) p.a. =298 % Merck
Ammoniumsulfat ((NH4).SO4) Analytical grade Serva
Ampicillin-Natrium =99 % AppliChem
Bromphenolblau research grade Serva
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galacto- o , ,
oyranosid (X-Gal) yl-B-D-g >98 % Sigma-Aldrich
Calciumchlorid-Tetrahydrat (CaCl, x 4 H,O) Suprapur Merck
Citronensaure-Monohydrat = 99,5 % AppliChem
Coomassie Brilliant Blau G-250 291 % Serva
Coomassie Brilliant Blau R-250 reinst Serva
dATP 100 mM Lésung Roth

dCTP 100 mM Lésung Roth

dGTP 100 mM Lésung Roth
Diethylpyrocarbonat (DEPC) 297 % AppliChem
Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPOy,) 298 % Roth
Dimethylsulfoxid (DMSQO) 2 99,9 % Sigma
Dinatriumethylendiamintetraessigséaure- o .

Dihydrat (NagyEDTA x 2 H,0) 9 p.a.299 % isocommerz
Dithiothreitol (DTT) > 99,5 % AppliChem
dTTP 100 mM Lésung Roth
Essigsaure 99 % Roth
Ethidiumbromid-L&sung, wassrig 10 mg/ml Sigma
Glucose-Monohydrat =99 % Fluka
Glycin 2 99,5 % ICN Biomedicals
Hefeextrakt Biochemica AppliChem
Helium (He) 5.0 AirLiquide
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Substanz Qualitat Hersteller

Imidazol 2 99 % AppliChem
Isopropyl-B-D-1-thiogalaktosid (IPTG) Dioxan frei Fermentas
Kanamycinsulfat K. A. Medexport
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) =299 % Sigma
Kaliumchlorid (KClI) rein Laborchemie Apolda
Lithiumchlorid (LiCl) 299 % AppliChem
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, x 6 H,O) 99,9 % Sigma

Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO, x 7 H,O)

reinst zur Analyse

Mangan-(ll)-chlorid-Tetrahydrat (MnCl, x 4 H,O)

analytical grade

Serva

N,N-Methylen-Bisacrylamid

research grade

Serva

Natriumacetat-Trihydrat p.a. Laborchemie Apolda
Natriumborhydrid (NaBH,) 297 % Roth

Natriumchlorid (NaCl) 2 99,9 % AppliChem
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat o

(NathPO, )3(’2 ng o>p P y > 98 %, Ph. Eur. Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) >97 % Biomol
Natriumhydroxid (NaOH) rein Chemapol Praha
Natriumsulfat, wasserfrei (Na,SO,) =99 % Roth
Nickelsulfat-Hexahydrat (NiSO, x 6 H,O) =99 % Roth

N, O-Bis-(trimethylsilyl)triflouracetamid (BSTFA) 99 % Fluka

Phenol kristallin reinst Merck
Phosphorsaure 85 % (m/m) reinst zur Analyse Laborchemie Apolda
Piperazin-1,4-diethansulfonsaure (PIPES) 99 % Merck

Protease Inhibitor Cocktail (His-tagged proteins)  Kat.-Nr. P8849 Sigma

Salzsaure (HCI) 37 % Roth

Stickstoff, flissig (Ny) > 99,8 Vol.-% Air Liquide
Tetramethylethylendiamin (TEMED) > 99 % Fluka
Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base) p.a.=99,7 % Fluka

Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH)

0,25 M in Methanol Fluka

Trypton (Caseinhydrolysat)

pankreatisch verdaut Roth

Tween 20 Biochemica AppliChem
Tab. 10 Feinchemikalien fiir die Substratakzeptanzuntersuchung

Substanz Qualitat/Reinheit Hersteller
(-)-Borneol = 99 % Terpenstandard Fluka

(-)-Carvon > 99 % puriss. p.a. Fluka

(-)-Fenchon 98 % Roth
(-)-Jasmonsaure k. A. (Prof. B. Hause) (Kramell et al., 1996)
(-)-Menthol > 95 % Rotichrom GC Roth

(-)-Menthon > 99 % puriss. p.a. Fluka
(-)-Naringenin k. A. Aldrich
(-)-a-Thujon = 96 % purum Aldrich
(+)-Campher > 96 % Rotichrom GC Roth
(+)-Neomenthol 97 % Aldrich
(+)-Nootkaton = 99 % puriss. Aldrich
(+)-Pulegon > 98,5 % puriss. p.a. Fluka

Laborchemie Apolda
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Substanz Qualitat/Reinheit Hersteller
(x)-Jasmonséure =98 % CHEMOS GmbH
(1R)-(+)-Campher 2 98 % Aldrich
(1R)-endo-(+)-Fenchol 96 % Aldrich

(15)-(-)-Verbenon 94 % Aldrich
1,3-Cyclohexandion 97 % Aldrich
1,4-Cyclohexandion 98 % Aldrich
12-cis-Oxyphytodiensaure k. A. Prof. W. Boland, MPI Jena
1-Pentanol = 99 % ReagentPlus Sigma
2,4-Dimethylpentan-3-on 98 % GC Aldrich
2’-Hydroxyflavanon k. A. Aldrich

2-Decalon (cis/trans) 95 % Aldrich

3-Hydroxyflavon > 98 % Aldrich
3-Methylcyclohexanol 98 % zur Synthese Merck
3-Methylcyclohexanon > 98 % zur Synthese Merck
4-Androsten-3,17-dion Vetranal, analytical standard Fluka
4-Methylcyclohexanol > 98 % Merck
4-Methylcyclohexanon > 98 % zur Synthese Merck

5-Androsten-3B-ol-17-onsulfat
Natriumsalz

CAS 78590-17-7, k. A.

Steraloids, Newport, USA

5a-Cholestan-3-on kristallin Sigma
5a-Dihydropregnenolon CAS 516-55-2, k. A. Steraloids, Newport, USA
6-Hydroxyflavanon 99 % Aldrich

6-Methoxyflavon 99 % Aldrich
7-Hydroxyflavanon 98 % Acros Organics

8-Thiabicyclo[3.2.1]octan-3-on

Synthese D.T. Robins

University of Glasgow

Benzaldehyd > 99 % Merck

Carvacrol =98 % Roth
Chinuclidin-3-onhydrochlorid k. A. Sigma

cis-Jasmon =85 % SAFC Supply Solutions
Citral = 95 % Rotichrom GC Roth

Citronellal > 98 % Rotichrom GC Roth

Daidzein purum Roth

Flavanon 98 % Acros Organics

Flavon 299 % Aldrich

Genistein > 98 % synthetic Sigma

Geraniol > 98 % Rotichrom GC Roth
Indol-3-carbaldehyd 97 % Aldrich

Indol-3-carbinol > 96 % Sigma

Indol-3-ethanol 97 % Aldrich

Isoborneol 95 % Aldrich

Menthol =299 % Roth

Menthon 297 % Roth
Methyldihydrojasmonat 96 % SAFC Supply Solutions
Methyljasmonat 295 % SAFC Supply Solutions
NAD = 98 % fur die Biochemie Roth

NADH Dinatriumsalz = 98 % fur die Biochemie Roth
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Substanz Qualitat/Reinheit Hersteller

NADP Dinatriumsalz = 97 % fur die Biochemie Roth

NADPH Tetranatriumsalz 2 96 % AppliChem

Nerol 2 96 % Rotichrom GC Roth

N-Methylpiperidin-4-on 97 % Aldrich

Nortropinonhydrochlorid

Synthese F. Bischoff

Boehringer-Ingelheim

N-Propylpiperidin-4-on

99 %

Aldrich

p-Anisaldehyd 98 % Aldrich

Pentanal (Valeraldehyd) 97 % Aldrich

Piperiton = 96 % Rotichrom GC Roth

Pregnenolon CAS 145-13-1, k. A. Steraloids, Newport, USA
Progesteron > 99 % Cell Culture tested Sigma

Pseudotropin Synthese B. Drager (Nickon and Fieser, 1952)
Stigmasterol k. A. Extrasyntheése, Frankreich
Testosteron 98 % Sigma

trans-Chalkon 97 % Aldrich

Tropin purum Roth

Tropinon > 90 % zur Synthese Merck

a/B-Thujon a: ~65 %; B: ~10 % Roth

B-Sitosterol 80 % depur Roth

2.1.8 Puffer und Reagenzien

Tab. 11

Verwendete Puffer und Reagenzien

Soweit nicht anders angegeben wurden alle Puffer mit entionisiertem Wasser hergestellt (TKA-

GenPure 0,055 uS/cm, TKA GmbH).

Zusammensetzung

Herstellung und Lagerung

10 x Laufpuffer pH 8,3 fir SDS-PAGE

30,2 g/l Tris-Base
144,0 g/l Glycin
10,0 g/l SDS

Wasser verdlinnt.

pH 8,3 (pH nicht eingestellt)
Lagerung: Raumtemperatur, Lichtschutz
Fir 1 x Laufpuffer fir SDS-PAGE wurde 1:10 mit

10 x TAE-Puffer

400 mM Tris-Base

10 mM EDTA

verdinnt.

200 mM Natriumacetat

pH 7,6 (pH mit Essigsaure eingestellt)
Fur 1 x TAE-Puffer wurde 1:10 mit Wasser

10 x Taq PCR-Puffer

0,1 % Tween 20
15 mM MgCl,

750 mM Tris-HCI pH 8,8
200 mM (NH4)QSO4

2 x Probenpuffer fur SDS-PAGE

2 % (m/V) SDS

100 mM DTT
Lagerung: -20 °C

90 mM Tris-HCI pH 6,8
20 % (m/V) Glycerol

0,02 % (m/V) Bromphenolblau
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Zusammensetzung

Herstellung und Lagerung

100 x BSA 10 mg/ml (NEB)

Lagerung: -20 °C

4 x Bradford-Stammlésung

400 mg Coomassie Brilliant Blau G-250
400 ml Phosphorséure 85 % (m/m)

200 ml Ethanol 96 % (V/V)

400 ml entionisiertes Wasser

5 x Probenpuffer fir SDS-PAGE

225 mM Tris-HCI pH 6,8

50 % (m/V) Glycerol

5 % (m/V) SDS

0,05 % (m/V) Bromphenolblau
250 mM DTT

Lagerung: -20 °C

Ampicillin-Stammlésung 100 mg/ml

Lésung wurde steril filtriert (0,2 pm).
Lagerung: -20°C

Bindepuffer IMAC pH 8,0

50 mM NaH2P04 X2 HQO

300 mM NaCl

10 mM Imidazol

pH-Wert wurde mit konz. Natronlauge eingestellt
und die Lésung partikelfrei filtriert (0,45 pum).
Lagerung: 4 °C

Citrat-Phosphat-Puffer 1M
pH 4,5;5,0; 5,5

1 M Citronensaure-Monohydrat wurde in
entionisiertem Wasser geldst. Mit einer 1 M
Lésung von Na,HPO, x 2 H,O wurden pH-Werte
eingestellt.

DEPC-Wasser 0,1 % (V/V)

Zu 1000 ml Wasser wurde 1 ml Diethylpyro-
carbonat zugesetzt, 2 h gerthrt und anschlieBend
autoklaviert.

dNTP-Mix:
2,5 mM dATP; 2,5 mM dCTP
2,5mMdGTP; 2,5 mMdTTP

Lésungsmittel: DEPC-Wasser
Lagerung: -20 °C

DTT-L6ésung 1 M

Lésung wurde steril filtriert (0,2 pm).
Lagerung: -20 °C

Elutionspuffer IMAC pH 8,0

50 mM NaH2P04 X2 HQO

300 mM NacCl

500 mM Imidazol

pH-Wert wurde mit konz. Salzsdure eingestellt und
Die L6sung partikelfrei filtriert (0,45 pm).
Lagerung: 4 °C

Ethanol fir RNA-Extraktion
70 % (V/V) Ethanol

Lésungsmittel: DEPC-Wasser
Lagerung: 4 °C

Ethidiumbromid-Lésung 1 mg/ml

Lagerung: 4 °C, Lichtschutz

Glycin-NaOH-Puffer 1M
pH 9,0; 9,5; 10,0

1 M Glycin wurde in entionisiertem Wasser gelést
und die pH-Werte mit Natronlauge eingestellt.

IPTG-Stammlésung 250 mM

Lésung wurde steril filtriert (0,2 pm).
Lagerung: -20 °C

ITC-Messpuffer

50 mM Tris-HCI pH 7,5

100 mM NaCl

200 puM DTT (Zusatz vor Gebrauch)
1 mM EDTA

10 % Gilycerol

Kaliumphosphat-Puffer 1 M
pH 5,5; 6,0; 6,4; 6,5; 7,0; 7,5

1 M Lésungen von K.HPO, und KH,PO, wurden
bis zum gewunschten pH-Wert gemischt.
Lagerung: 4 °C
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Zusammensetzung

Herstellung und Lagerung

Kanamycin-Stammlésung 100 mg/ml

Lésung wurde steril filtriert (0,2 pm).
Lagerung: -20 °C

Lagerungspuffer fir At2g29260

50 mM Tris-HCI pH 7,5

100 mM NaCl

1 mM DTT (Zusatz vor Gebrauch)
1 mM EDTA

20 % Glycerol

Lagerungspuffer TRL pH 7,0/7,5

20 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7,0/7,5
100 mM NaCl

1 mM DTT (Zusatz vor Gebrauch)

20 % Glycerol

LiCl-Lésung fur RNA-Extraktion

4 M LiCl

20 mM Natriumacetat pH 5,2

Lésungsmittel: DEPC-Wasser

Lagerung nach Autoklavieren: Raumtemperatur

Lysepuffer flr Bakterienpellets pH 8,0

50 mM NaH,PO, x 2 H,0O

300 mM NacCl

10 mM Imidazol

pH-Wert wurde mit konz. Natronlauge eingestellt
und die Lésung patrtikelfrei filtriert (0,45 pm).
Lagerung: 4 °C

NTES-Puffer flir RNA-Extraktion

100 mM NacCl

10 mM Tris-HCI pH 7,5

1 mM EDTA

1 % (m/V) SDS

Lésungsmittel: DEPC-Wasser

Lagerung nach Autoklavieren: Raumtemperatur

Phenol fir RNA-Extraktion

Phenol wurde mit 100 mM Tris-HCI pH 8,0
gesattigt (bis pH 7,6 akzeptabel). Die braunlich
gefarbte Unterphase wurde verwendet.
Lagerung: 4 °C

Puffer flr die Ultrazentrifugation

50 mM Tris-HCI pH 7,5
100 mM NaCl
1 mM EDTA

Stopp-Puffer fir DNA-Elektrophorese

200 mM EDTA

50 % Glycerol

0,2 % Bromphenolblau
Lagerung: 4 °C

Tetracyclin-Stammlésung 12,5 mg/ml

Lésung wurde steril filtriert (0,2 pm).
Lagerung: -20°C

TFB-Puffer fir kompetente Bakterien

10 mM PIPES pH 6,7

15 mM CaC|2

250 mM KClI

55 mM MnCl,

MnCl, wurde nach der Einstellung des pH-Wertes
zugesetzt. Lésung wurde steril filtriert (0,2 pm).

Tris-HCI-Puffer 1 M
pH 7,5; 8,0; 8,5; 9,0

Tris-Base wurde in Wasser geldst und der pH-
Wert mit konz. Salzsaure eingestellt.
Lagerung: 4 °C

X-Gal-Lésung 40 mg/ml

Lésungsmittel: Dimethylformamid
Lagerung: -20 °C, Lichtschutz
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA
Ribonukleinsauren aus pflanzlichem Gewebe wurden mit einer modifizierten Methode nach

Reinbothe extrahiert (Reinbothe et al., 1992). Je 3 g gefrorenes Pflanzenmaterial wurde
unter Zusatz von flissigem Stickstoff in einem Mérser fein verrieben. Nach Zugabe von 6 ml
NTES-Puffer und je 3 ml Phenol-Unterphase (Phenol fir RNA-Extraktion) und Chloroform
wurde die Mischung kraftig homogenisiert. Der Mérser wurde mit 4 ml NTES-Puffer und je
2 ml Phenol-Unterphase und Chloroform nachgespiilt und die Spiilflissigkeit mit dem
Homogenisat vereinigt. Das zerkleinerte Pflanzenmaterial wurde kréftig gemischt (5 min,
Vortex-Mixer) und anschlieBend zur Phasentrennung 10 min bei 5000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Die wassrige Oberphase wurde abgetrennt und mit dem gleichen Volumen an
Phenol-Unterphase und Chloroform erneut 1 min kréaftig gemischt und zentrifugiert. Dieser
Schritt wurde wiederholt bis keine Proteininterphase mehr auftrat. Die Nukleinsduren wurden
mit 0,1 Volumenteil 3 M Natriumacetatlésung pH 5,2 und 2,5 Volumenteilen 96 % (V/V)
Ethanol Gber Nacht bei -20 °C ausgeféllt. Nach 30 min Zentrifugation bei 5000 rpm und 4 °C
wurde das Nukleinsédure-Pellet mit 70 % (V/V) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 5 mi
DEPC-Wasser auf Eis gel6st. Die enthaltenen Ribonukleinsauren wurden unter Zusatz von
5 ml 4 M LiCl-Lésung tber Nacht auf Eis ausgefallt. Am dritten Tag der Extraktion wurde das
Pellet nach Zentrifugation und erneutem Waschen mit 70 % (V/V) Ethanol in 80 ul DEPC-
Wasser vorsichtig auf Eis gelost. Die Konzentration der RNA-Praparation wurde nach
Methode 2.2.2 bestimmt. Die Lésung wurde in RNase-freien GefaBen bei -80 °C gelagert.

2.2.2 Bestimmung von Nukleinsaurekonzentrationen
Nukleinsdurekonzentrationen wurden mit dem Spektrofotometer Gene Quant Il (Pharmacia)

quantifiziert. Dazu wurde die Nukleinsaurelésung 1:60 mit DEPC-Wasser verdunnt und die
Absorption bei 260 nm und 280 nm gemessen. Als Referenzlésung wurde DEPC-Wasser
verwendet. Bei 260 nm liegt das Absorptionsmaximum der Nukleinsduren (Adenin- und
Guaninbasen), wahrend bei 280 nm die chromophoren Gruppen der aromatischen
Aminosauren UV-Strahlung absorbieren. Der Quotient Axep nm/Azso nm Wurde zur Bestimmung
der Reinheit der Nukleinsdureldsung herangezogen (Soll: 1,5-2). Das Gerat berechnete auf
Grundlage des Lambert-Beerschen Gesetzes (A = € * ¢ « d) Uber die gemessene Absorption
bei 260 nm die entsprechende Nukleinsdurekonzentration (Tab. 12).

Tab. 12 Spezifische Absorption von Nukleinsauren

Nukleinsauretyp €260 [(Mg/mI)" ecm™] ¢ [pg/mi] fiir A = 1
Doppelstrang-DNA 0,020 50
Einzelstrang-RNA 0,025 40
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2.2.3 Reverse Transkription
Zur Synthese von Einzelstrang-cDNA fir PCR-Anwendungen diente isolierte Gesamt-RNA

als Matrize (2.2.1). Es wurde mit dem SuperScript Il Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen)
nach Angaben des Herstellers gearbeitet. Das Temperaturprogramm wurde im Thermocycler
T3 (Biometra) eingestellt.

Tab. 13 Reverse Transkription — Bedingungen und Ablauf

Gesamt-RNA 5 ug

Oligo-dT 12-1g-Primer 0,5 ug

dNTP-Mix 0,5 mM pro Nukleotid

Inkubation 1. fir 5 min bei 65 °C > Primeranlagerung
2. far 2 min auf Eis

5 x Erststrangpuffer 4 pl

0,1 MDTT 10 mM

Inkubation flr 2 min bei 42 °C

Zusatz von SuperScript I| RT 200 U

- Gesamtansatz 20 pl in DEPC-Wasser

cDNA-Synthese 50 min bei 42 °C

Inaktivierung des Enzyms 15 min bei 70 °C

Lagerung der synthetisierten c-DNA  bei -20 °C

2.2.4 Polymerasekettenreaktion
Flr die Polymerasekettenreaktion wurde der Thermocycler T3 (Biometra) eingesetzt. Im

Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene PCR-Methoden angewendet:

(1) Die PCR mit Pfu DNA Polymerase diente der fehlerfreien Amplifikation bekannter
Volllangen-cDNA-Sequenzen aus Arabidopsis thaliana und Capsella rubella.

(2) Die Kolonie-PCR mit Tag DNA Polymerase wurde zur Erfolgskontrolle bei der
Transformation von E. coli eingesetzt.

(3) Die Mutagenese-PCR mit PfuUltra High Fidelity DNA Polymerase wurde zum
ortsgerichteten Austausch von Nukleotiden in -61Nat2g29260 herangezogen.

2.2.4.1 PCR mit Pfu DNA Polymerase
Es wurden folgende Gene mit bekannter codierender Sequenz amplifiziert: at5g06060

(EMBL-Eintrag: BT002894), at2g29260 (EMBL-Eintrag: AAC95209), at2g29350 (EMBL-
Eintrag: AY081642) und crtrl26 (EMBL-Eintrag: ABW81146). Zusatzlich wurde eine um 183
Nukleotide verklrzte Form von at2g29260 (-61Nat2g29260) kloniert. Die verwendeten
Oligonukleotid-Primer sind in Tab. 8 aufgelistet. Ein Blindansatz mit DEPC-Wasser anstelle
von cDNA wurde stets mitgefthrt.
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Tab. 14 Pfu-PCR - Zusammensetzung und Ablauf

A) Komponenten

Zusammensetzung 50 pl Ansatz

cDNA? 2 pl

dNTP-Mix 0,2 mM pro Nukleotid

Vorwartsprimer 1 uM

Ruckwartsprimer 1 uM

Pfu DNA Polymerase 2U

10 x Pfu-Puffer + MgSO, 5l

DEPC-Wasser zu 50 pl

B) PCR-Programm Temperatur [°C] Zeit [min]

Initiale Denaturierung 95 2
Zyklische Denaturierung 95 1

35 x Primeranlagerung® Tm-n 1
Zyklische Verlangerung 72 2,5

Finale Verlangerung 72 5

®Bei Amplifikation von -61Nat2g29260 wurde der Vektor at2g29260-pQE-30 (71 ng) verwendet.

bPrimer-SchmeIztemperaturen (Tm) siehe Tab. 8;3<n<7.

2.2.4.2 Kolonie-PCR mit Taq DNA Polymerase
Die Kolonie-PCR mit Tag DNA Polymerase wurde zur Selektion positiver Bakterienklone

nach der Transformation (2.2.8) eingesetzt. Fiir eine Kolonie-PCR wurden 10 Bakterien-

kolonien von der Platte ausgewahlt und jede einzeln in 20 pl sterilem Wasser suspendiert.
Zum vollstandigen Aufschluss der Bakterien wurden die Proben 10 min bei 99 °C erhitzt,
5 min bei -80 °C abgekihlt und nochmals 5 min bei 99 °C erhitzt. Die freigesetzte Plasmid-

DNA diente als Matrize. Eine Negativkontrolle mit 20 pl sterilem Wasser anstelle von

Bakteriensuspension wurde immer mitgefinhrt.

Tab. 15 Kolonie-PCR — Zusammensetzung und Ablauf

A) Komponenten

Zusammensetzung 50 pl Ansatz

Bakteriensuspension 20 pl

dNTP-Mix 0,2 mM pro Nukleotid

Vorwartsprimer 2 uM

Ruckwartsprimer 2 uM

Taq DNA Polymerase 1U

10 x Tag PCR-Puffer 5ul

steriles Wasser zu 50 pl

B) PCR-Programm Temperatur [°C]  Zeit [min]

Initiale Denaturierung 95 5
Zyklische Denaturierung 95 1

35 x Primeranlagerung?® Tm-n 1
Zyklische Verlangerung 72 1,5

Finale Verlangerung 72 10

®Primer-Schmelztemperaturen sind in Tab. 8 angegeben; 3<n<7.
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2.2.4.3 Mutagenese-PCR
Eine ortsgerichtete Mutagenese war fir den Austausch der Aminosdure 220 Glutamin

(Triplett CAA) in Tyrosin (Triplett TAC) im Protein -61NAt2g29260 notwendig. Dazu wurde
nach den Vorschriften des QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
gearbeitet. Die Matrize fur die Mutagenese-PCR war eine Praparation des Vektors
-61Nat2929260-pQE30 aus dem Bakterienstamm E. coli XL1-Blue (2.2.9). Dieser methylierte
Vektor wurde wéhrend der PCR unter Einbau der Mutagenese-Primer vollstandig amplifiziert,
so dass ein unmethyliertes Amplifikat entstand. Im Anschluss an die Mutagenese-PCR
wurde die methylierte Matrizen-DNA durch die Restriktionsendonuklease Dpnl quantitativ
verdaut. Mit dem mutierten Vektor wurden E. coli XL1-Blue transformiert (2.2.8).

Tab. 16 Mutagenese-PCR — Zusammensetzung und Ablauf

A) Komponenten Zusammensetzung 25 pl Ansatz

-61Nat2g29260-pQE30 25,6 ng

dNTP-Mix 0,25 mM pro Nukleotid

M260FOR 0,4 uM

M260REV 0,4 uM

PfuUltra HF DNA Polymerase 1,25 U

10 x PfuUltra HF Reaktionspuffer 2,5 ul

DEPC-Wasser zu 25 ul

B) PCR-Programm Temperatur [°C] Zeit [min]

Initiale Denaturierung 95 0,5
Zyklische Denaturierung 95 0,5

16 x Primeranlagerung 55 1
Zyklische Verlangerung 68 6

Restriktionsverdau mit Dpnl (5 U) 37 180

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese
Zur elektrophoretischen Trennung von DNA-Fragmenten wurden Gele mit 1,5 % Agarose in

1 x TAE-Puffer verwendet. Das Gel wurde in die mit 1 x TAE-Puffer geflllte
Elektrophoresekammer eingelegt und die mit 1-2 ul Stopp-Puffer gemischten Proben
aufgetragen (je nach Bedarf: 10-30 ul/Tasche). Bei 70 V wanderten die negativ geladenen
DNA-Fragmente in Richtung der Anode und trennten sich entsprechend ihres
Molekulargewichts. Die Gele wurden fir 30 min im Ethidiumbromid-Bad (5 mg/l in 1 x TAE-
Puffer) entwickelt. Ethidiumbromid interkaliert in den DNA-Strang und flhrt zu orange-roter
Fluoreszenz der DNA bei Anregung mit 312 nm. Die Gele wurden fotografiert und das
Molukulargewicht der Fragmente mit Hilfe der aufgetragenen DNA-Leiter (Gene Ruler DNA
Ladder Mix, Fermentas) abgeschatzt.
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2.2.6 TA-Klonierung
Die Produkte der Pfu-PCR wurden zur Vervielfaltigung in den Vermehrungsvektor pCR2.1

ligiert. Dazu war es notwendig, die Amplifikate nach der PCR mit Pfu DNA Polymerase fir
15 min bei 72°C mit 1 U Taqg DNA Polymerase zu inkubieren. Diese katalysiert den
zusatzlichen Anhang eines dATP an das 3-Ende des PCR-Produkts. Das 3’-Adenosin
wurde, katalysiert durch eine T4 DNA Ligase, mit dem {berhangenden 5-Thymidin des
pCR2.1-Vektors verknipft. Mit dem erhaltenen Vektor wurden E. coli XL1-Blue transformiert
(2.2.8). Die Reaktionsbedingungen sind in Tab. 17 zusammengefasst.

Tab. 17 Ligationsbedingungen der TA-Klonierung

A) Komponenten Zusammensetzung 10 pl Ansatz
Vektor pCR2.1 50 ug

PCR-Produkt 1 ul

T4 DNA Ligase (4U/ul) 4 U

10 x Ligationspuffer 1 ul

steriles Wasser zu 10 pl

B) Ablauf Temperatur [°C] Zeit [min]
Ligation 14 tber Nacht
Inaktivierung der Ligase 65 10

2.2.7 Herstellung kompetenter E. coli Bakterien
Zur Herstellung kompetenter E. coli Bakterien (Tab. 3) wurden 150 ml SOB-Medium mit

6 Bakterienkolonien von einer frisch bewachsenen LB-Agarplatte angeimpft. Die
FlUssigkultur wurde bei 250 rpm und 20-25 °C bis zu einer ODgy von 0,45-0,75 inkubiert.
AnschlieBend wurde das Kulturmedium in sterile Zentrifugenbecher (2 x 48 ml) tberfihrt und
fir 10 min auf Eis geklhlt. Nach 10 min Zentrifugation bei 1000 g und 4 °C wurde der
Uberstand verworfen und das Bakterienpellet in 16 ml TFB-Puffer auf Eis suspendiert. Nach
weiteren 10 min Inkubation auf Eis und erneuter Zentrifugation wurde der Puffer
abgenommen und das Bakterienpellet in 4 ml gekldhltem TFB-Puffer und 0,3 ml
Dimethylsulfoxid resuspendiert. Die gekUhlte Bakteriensuspension wurde in 0,2 ml Portionen
mit flussigem Stickstoff tiefgefroren. Die Aliquots wurden bei -80 °C bis zur Verwendung
gelagert.

2.2.8 Transformation kompetenter E. coli Bakterien
Die Transformation wurde nach den Angaben des Protokolls im TA-Manual (Invitrogen)

durchgefuhrt. Die Zellen wurden entweder mit 2-3 pl Ligationsansatz der TA-Klonierung
(2.2.6) oder mit 0,5-1 ug Plasmidpraparation (2.2.9) fir 30 min auf Eis inkubiert und im
Anschluss fur 30 s bei 42 °C erwarmt. Nach Kihlung auf Eis wurden 250 pl SOC-Medium
zugesetzt und die Bakterien fur 1,5-2 Stunden bei 37 °C und 1400 rpm kultiviert. Zwischen
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50-100 pl Bakteriensuspension wurden auf antibiotikahaltige LB-Agarplatten (z. B. 50 pg/ml
Ampicillin) ausgestrichen und bei 37 °C Uber Nacht bebritet. Die erhaltenen Kolonien
wurden mit Hilfe der Kolonie-PCR (2.2.4.2) auf das Vorkommen des rekombinanten Vektors
gepruft.

2.2.9 Flussigkultur und Plasmidpraparation
Von positiven Transformanden wurden Flussigkulturen angelegt. Hierzu wurden 50 ml

LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin (fir E. coli M15[pREP4] zusétzlich 25 pg/ml Kanamycin)
versetzt und Bakterien von Agarplatten oder Glycerolkulturen (2.2.10) angeimpft. Die
Flussigkultur wurde bei 37 °C und 150 rpm (ber Nacht inkubiert. Die Bakteriensuspension
wurde 15 min bei 5000 rom und 4 °C zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde fir die
Plasmidisolierung verwendet. Diese wurde nach Herstellervorgaben (QIAGEN Plasmid
Purification Handbook) mit dem QIAGEN Plasmid Mini Kit durchgefiihrt. Im letzten Schritt
wurden die Plasmide in 30 pul steriles Wasser eluiert und die Konzentration der Doppelstrang-
DNA nach Methode 2.2.2 bestimmit.

2.2.10 Glycerolkultur
Von positiven Transformanden wurden Glycerolkulturen angelegt. Dazu wurden 1,275 ml

Bakterien-Flissigkultur (2.2.9) mit 225 pl sterilem Glycerol gemischt und bei -80 °C gelagert.

2.2.11 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung der isolierten Plasmide (2.2.9) wurde von Eurofins MWG Operon

(Ebersberg) durchgefiihrt. Pro Sequenzierung (vorwarts und riickwarts) wurden je 2 x 15 pl
Plasmidpraparation (50-100 ng/ul) in sterilem Wasser eingesendet.

2.2.12 Gelextraktion
DNA-Fragmente wurden mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) aus dem Agarose-

Gel isoliert. Dazu wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren (QlAquick Spin
Handbook). Die isolierte DNA wurde in 30 pul steriles Wasser eluiert und bei -20 °C gelagert.
Die Fragmente mit klebrigen Enden wurden zigig weiterverarbeitet, um den Abbau der
Uberhédnge zu vermeiden.

2.2.13 Herstellung rekombinanter Synthesevektoren
Die amplifizierten cDNA-Sequenzen (2.2.4.1) wurden in den Synthesevektor pQE-30 ligiert.

Dieser fUhrt nach Transkription und Translation zu einem Fusionsprotein mit einem
sechsfachen Histidinrest am N-Terminus. Die codierenden Sequenzen wurden selektiv mit
Restriktionsendonukleasen (Schnittstellen in Primer integriert, Tab. 8) aus dem Vektor
pCR2.1 ausgeschnitten und anschlieBend in den linearisierten Vektor pQE-30 ligiert. Die
optimalen Bedingungen flr den Restriktionsverdau wurden mit dem Double Digest Finder
von NEB ermittelt (Tab. 18). Je 1 pg Vektor wurde mit beiden Restriktionsendonukleasen
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Uber 3-4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Kontrollen ohne Restriktionsendonukleasen wurden
mitgefuhrt. Nach Gelelektrophorese (2.2.5) und Extraktion der gewiinschten DNA-Fragmente
(2.2.12) wurden diese enzymatisch zum Synthesevektor trl-pQE-30 ligiert (Tab. 19). Mit dem
Vektor wurden kompetente E. coli XL1-Blue und M15[pREP4] transformiert (2.2.8). Die
erfolgreiche Transformation wurde mit Kolonie-PCR Uberprift (2.2.4.2). Die Vorlage des
Plasmids im transformierten Bakterienklon wurde durch
(2.2.11). Die

Expressionssysteme fir die rekombinanten Proteine genutzt. Von diesen wurde eine

korrekten rekombinanten

Sequenzierung  bestéatigt verifizierten  Bakterienklone wurden als

Glycerolkultur angelegt (2.2.10).

Tab. 18 Bedingungen fiir den Restriktionsverdau

Vektor Restriktionsendonukleasen Puffer Aktivitat [%] BSA
at5g06060-pCR2.1 BamHI Pstl NEB 3 100/100 ja
at2g29260-pCR2.1 Sphl Xmal NEB 4 100/100 ja
-61Nat2g29260-pCR2.1  Sphl Xmal NEB 4 100/100 ja
at2g29350-pCR2.1 Sphl Pstl NEB 2 100/ 75 ja
crtrl26-pCR2.1 BamHI Sall NEB 3 100/100 ja

Tab. 19 Ligation zum Synthesevektor — Zusammensetzung und Ablauf

A) Komponente Zusammensetzung 20 pl Ansatz

pQE-30 linearisiert 0,1 ug

trl-Fragment 0,3 ug

T4 DNA Ligase (1 U/ul) 1U

10 x T4 DNA Ligationspuffer 2 ul

steriles Wasser zu 20 pl

B) Ablauf Temperatur [°C] Zeit [min]
Ligation 22 120
Inaktivierung der Ligase 65 10

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Bakterielle Proteinsynthese
Flar die Synthese der Fusionsproteine wurde eine FlUssigkultur aus der Glycerolkultur

(2.2.10) der ausgewahlten Bakterienkolonie in 50 ml TB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin (fir
E. coli Rosetta-gami (DE3)) und zusatzlich 25 pg/ml Kanamycin (fir E. coli M15[pREP4])
angelegt. Diese wurde Uber Nacht bei 37 °C und 150 rpm inkubiert. Kolben mit 250 ml
antibiotikahaltigem TB-Medium wurden mit 10 ml der Vorkultur angeimpft und bei 37 °C und
250 rpm bis zu einer ODgy von 0,6-0,8 kultiviert. Dabei wurden flr jede Proteinsynthese
0,5-1 Liter
Fusionsproteine wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die Dauer der Induktion

zwischen Bakterienkultur angesetzt. Die Synthese der rekombinanten

wurde nach Uberpriifung der zeitlichen Zunahme von rekombinantem Zielprotein festgelegt
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(Synthesekontrolle mit SDS-PAGE). Sie variierte zwischen den Bakterienstdmmen Rosetta-
gami (DE3) mit 16 Stunden (25 °C, 250 rpm) und M15[pREP4] mit 4-5 Stunden (37 °C,
250 rpm). Nach dieser Zeit wurden die Bakterien durch Zentrifugation (10 min, 5000 rpm) bei
4 °C geerntet. Die Bakterienpellets wurden entweder direkt fir die Proteinreinigung
aufgearbeitet oder bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.3.2 Bakterienlyse
Die Bakterienpellets (2.3.1) wurden in je 10 ml Lysepuffer flr Bakterienpellets pH 8,0 mit

75 ul Protease Inhibitor Cocktail homogen resuspendiert. Die Bakterien wurden durch Zusatz
von Lysozym (16.000 U fir 30 min auf Eis) und anschlieBende Ultraschalloehandlung
(Branson Sonifier 250, fur 1 min auf Eis) quantitativ lysiert. Die Viskositat der Suspension
wurde durch den Abbau bakterieller DNA mit DNasel (510U fir 10 min bei
Raumtemperatur) gesenkt. Zelluldre Bestandteile wurden mittels Zentrifugation bei
13.000 rpm und 4 °C Uber 45 min abgetrennt. Der klare gelbliche Uberstand, der die
l6slichen Proteine enthielt, wurde partikelfrei filtriert (0,45 pm) und als Rohlysat der
Proteinreinigung (2.3.3) zugeflhrt.

2.3.3 Immobilisierte Metallionenaffinitatschromatografie
Die Zielproteine wurden von den rekombinanten Bakterien als Fusionsproteine mit

C-terminalen (CoTR) oder N-terminalen (TRLs) sechsfach Histidin-Anhangen synthetisiert.
Dieser zusatzliche Peptidanhang diente der selektiven Reinigung der Zielproteine aus der
Gesamtheit der l6slichen Bakterienproteine. Bei der immobilisierten Metallionenaffinitats-
chromatografie bildet der His-Tag mit zweiwertigen Metallionen (Ni?*) einen Komplex. Bei
den verwendeten HisTrap HP-Saulen werden die Nickelionen von Iminodiessigsaure-
Gruppen komplexiert und somit immobilisiert. Die (ibrigen Ligandenbindestellen des Ni**-lons
sind mit Wassermolekilen besetzt. Bei pH 8,0 tritt Histidin Gber den Imidazol-Stickstoff in
den Komplex ein und verdréngt die vorhandenen Wassermolekule. Histidinreiche Proteine
werden an die Saule gebunden. Die Elution der komplexierten Proteine wird durch eine
Zunahme der Imidazolkonzentration (Gradient: 10-500 mM) wéahrend der Reinigung erreicht.
Das Zielprotein mit sechsfachem Histidin-Anhang hat die starkste Bindungsaffinitat aller
l6slichen E. coli-Proteine und eluiert erst nach den natdrlich vorkommenden histidinreichen
Bakterienproteinen.

2.3.3.1 Vorversuch - Reinigung mit Nickel-Spin-Saulen
Mit dem Ni-NTA Spin Kit (QIAGEN) wurden Bakterienpellets aus 50 ml Flissigkultur unter

Verwendung einer Mikrozentrifuge gereinigt (Ni-NTA Spin Handbuch). Die Bakterienlyse
wurde analog nach 2.3.2 durchgefuhrt. Das Reinigungsprinzip ist wiederum
Nickelionenaffinitdtschromatografie, allerdings ist der Chelatbildner fir die Nickelionen hier
Nitrilotriessigsdure und Wasch- und Elutionsschritte erfolgen diskontiniuerlich durch
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schrittweise Zentrifugation flr je 2 min (2000 rpm, 4 °C). Der Vorversuch diente zur Kontrolle

der erfolgreichen Proteinsynthese und His-Tag-Reinigung.

2.3.3.2 Chromatografisches System
GroBere Mengen loslicher Histidin-Fusionsproteine (mg MafBstab) wurden mit HisTrap HP-

Saulen (Tab. 20) unter Verwendung des Proteinchromatografie-Systems AKTA explorer 100
(Pharmacia) aus dem Rohlysat (2.3.2) gereinigt. Die Parameter der Reinigung sind im

folgenden Absatz aufgefuhrt.

Tab. 20 Parameter der HisTrap HP-Séaule

Parameter HisTrap HP-Saule (GE Healthcare)
S&ulenvolumen 1 ml
Dimension 0,7cmx25cm

stationére Phase Ni-Sepharose (quervernetzte Agarose mit Iminodiessigsauregruppen)
Metallion Ni*

PartikelgréBe 34 um

Bindekapazitat mindestens 40 mg His-Tag Protein

Gerat: Proteinchromtografie-System AKTA explorer 100 (Pharmacia)

Equilibrierung: Bindepuffer IMAC pH 8,0 bis zur Konstanz von Druck und Leitféhigkeit

Flussrate: 1 ml/min

Temperatur: 20 °C

Detektion: UV-Absorption bei 280 nm, Druck, Leitféhigkeit

Probenaufgabe: 50 ml Probenreservoir, variables Probenvolumen

Elution: linearer Gradient 10-500 mM Imidazol tber 20 S&ulenvolumen
durch Mischung von Binde- und Elutionspuffer IMAC pH 8,0

Fraktionierung: 2 ml ab Gradientenbeginn

2.3.3.3 Umpufferung von Proteinen
Die Zielproteine wurden nach der Reinigung in verschiedene imidazolfreie Lagerungspuffer

(Tab. 21) umgepuffert, da ein negativer Einfluss des Imidazols auf die Enzymaktivitat nicht

ausgeschlossen werden konnte.

Tab.21 Verwendete Lagerungspuffer

Puffer Proteine

Lagerungspuffer TRL pH 7,0 At5906060, CoTR, At2g29360, At2g29350, At2g29330
Lagerungspuffer TRL pH 7,5 CrTRL26, At2g29150

Lagerungspuffer fir At2g29260 -61NAt2929260, -61NAt2g29260Q220Y

Die Proteine wurden im Kihlraum bei 2 — 8 °C oder unter Kihlung auf Eis Uber PD-10
Saulen (gefullt mit Sephadex G-25, Pharmacia) umgepuffert. Die Trennung basiert auf dem
Prinzip der GréBenausschlusschromatografie. Je 2,5 ml Proteinfraktion wurden auf eine mit
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Lagerungspuffer equilibrierte PD-10 Saule aufgegeben und die Proteine anschlieBend mit
3,5 ml Lagerungspuffer eluiert. Die erhaltene Proteinlésung wurde mit 20 % Glycerol
gemischt, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration
Die Proteinkonzentration wurde mit dem Bradford-Assay (Bradford, 1976) im

Zweistrahlfotometer UV-160A (Shimadzu) bestimmt. Fir die Messlésung wurde 1 ml
4 x Bradford-Stammlésung mit 3 ml Wasser verdiinnt. Je 1 ml Messlésung wurde mit 50 pl
Proteinlésung (= Probenlésung) bzw. 50 pl Lagerungspuffer (= Referenzlésung) in einer
Kuvette mit 1 cm Schichtdicke gemischt. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Absorption der Probenlésung gegen die Referenzlésung bei 595 nm gemessen. Zur
Auswertung wurde eine mit BSA erstellte Kalibriergerade im Bereich 25-200 pg/mi
(0,12-0,65 AU) verwendet. Die Proteinkonzentration wurde Uber die gemessene Absorption
berechnet und als Mittelwert einer Doppelbestimmung angegeben.

Berechnung: ¢ (Protein) [ug/ml] = 334,02 « A — 15,353

2.3.5 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese
Die Synthese und Reinigung der Zielproteine wurde mittels SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

kontrolliert. Die verwendeten Gele enthielten 5 % Acrylamid im Sammelgel und 15 % im
Trenngel (Tab. 22). Die Proteinproben wurden 1:2 mit 2 x Probenpuffer versetzt. Proben mit
hohem Proteingehalt (Rohlysat, Durchfluss, Fraktionen der Reinigung) wurden vorab mit
Wasser verdiinnt. Die Proteine wurden durch Erhitzen auf 95 °C fir 10 min denaturiert. Tris-
Glycin Puffer pH 8,3 (1:10 verdiinnt aus 10 x Laufpuffer fir die SDS-PAGE) diente als
Laufpuffer.

Tab.22 Zusammensetzung des Acrylamidgels fiir die SDS-PAGE

Komponenten Sammelgel 2 mi Trenngel 6 ml
Acrylamid 4,95 % 15 %
N,N-Methylen-Bisacrylamid 0,132 % 0,4 %
Tris-HCI pH 6,8 125 mM /

Tris-HCI pH 8,8 / 376 mM

SDS 0,1 % 0,1 %
TEMED 0,1 % 0,3 %

APS 0,05 % 0,1 %

Die Proteine wurden bei 25 mA (~ 100 V) im Sammelgel konzentriert und anschlieBend bei
40 mA (~150V) nach ihrem Molekulargewicht getrennt. Fir die Zuordnung der
Proteinbanden wurde der Molekulargewichtsmarker SM0431 (Fermentas) verwendet. Dieser
enthielt B-Galactosidase aus E. coli (116 kDa), BSA (66,2 kDa), Ovalbumin aus Hihnereiklar
(45 kDa), Lactatdehydrogenase aus Schweinemuskel (35kDa), die Restriktions-
endonuklease Bsp 98l aus E. coli (25 kDa), B-Lactoglobulin aus Kuhmilch (18,4 kDa) und
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Lysozym aus Huahnereiklar (14,4 kDa). Die Proteine wurden im Elektrophoresegel mit Hilfe
der Coomassie-Farbung (Tab. 23) detektiert.

Tab.23 Coomassie-Farbung — Zusammensetzung und Ablauf

Schritt Zusammensetzung der Lésungen Zeit

50 % Methanol

12 % Essigsaure 20 min

1. Fixierung

2 g Coomassie Brilliant Blau R-250
425 ml  Ethanol 96 % (V/V)
2. Farbung 50 ml  Methanol 30 min
100 ml  Essigsaure
425 ml _entionisiertes Wasser

25 % Ethanol 96 % (V/V)

10 % Essigsdure nach Bedari

3. Entfarbung

40 % Methanol
4. Trocknung 10 % Essigsaure 15 min
6 % Glycerol

Zur Analyse kovalenter Disulfid-Bricken zwischen Proteinmonomeren wurde die
nichtreduzierende SDS-PAGE angewendet. Im Gegensatz zur Standard SDS-PAGE wurde
kein Dithiotreitol zum Gel und zu den Puffern zugesetzt. Als Molekulargewichtsmarker
wurden Carboanhydrase aus Rindererythrozyten (29 kDa) und BSA (66 kDa) von den
Standards fir die analytische Gelfiltration verwendet (Tab. 25). Fir das Proteinmonomer
wurde ein Molekulargewicht von 30 kDa und far ein durch Disulfid-Briicken entstandenes

Dimer 60 kDa erwartet.

2.3.6 Bestimmung des nativen Molekulargewichts von Proteinen

2.3.6.1 Analytische Gelfiltration
Die analytische Gelfiltration ist eine chromatografische Methode zur Bestimmung des nativen

Molekulargewichts von Proteinen. Die verwendeten Parameter sind in Tab. 24

zusammengefasst.

Tab. 24 Parameter fiir die analytische Gelfiltration

Parameter Analytische Gelfiltration

Gerat Proteinchromtografie-System AKTA explorer 100 (Pharmacia)

Séaule XK16/60 mit Sephacryl S-200 HR (Betthéhe 59 cm, Bettvolumen 119 ml)
Probenvolumen | 0,5 ml (Verwendung einer 0,5 ml Probenschleife)

Flussrate 0,5 ml/min

Elution isokratisch mit 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI, pH 7,5

Temperatur 20 °C
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Die Proteinproben wurden unter den gleichen Bedingungen eluiert wie Standards mit
bekanntem Molekulargewicht (MW-GF-200, Sigma, Tab. 25). In den erhaltenen
Chromatogrammen wurde im Maximum des Proteinpeaks das Elutionsvolumen (V)
abgelesen. Die Logarithmen der Molekulargewichte wurden gegen den Quotienten aus
Elutionsvolumen und Ausschlussvolumen (V,) fir die Standardproteine aufgetragen.

Tab. 25 Standardproteinset MW-GF-200 fiir die Gelfiltration

Bezeichnung Mw [kDa]
Dextranblau (Bestimmung von V,) 2000
B-Amylase aus SuBkartoffeln 200
Alkoholdehydrogenase aus Hefe 150
Rinderserumalbumin 66
Carboanhydrase aus Rindererythrocyten 29
Cytochrom c aus Pferdeherzen 12,4

2.3.6.2 Analytische Ultrazentrifugation
Die analytische Ultrazentrifugation gilt als gut geeignete Methode zur Bestimmung des

nativen Molekulargewichts von Proteinen (Schuster and Toedt, 1996). Sie wurde in dieser
Arbeit angewendet, um die Ergebnisse der analytischen Gelfiltration zu verifizieren. Die
Messungen an der Ultrazentrifuge wurden von Priv.-Doz. Dr. Hauke Lilie (Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg, Technische Biochemie) vorgenommen (Tab. 26). Die Proben
waren Uber den Zeitraum der Messung stabil und zeigten keine Aggregation.

Tab.26 Bedingungen der analytischen Ultrazentrifugation

Gerit Ultrazentrifuge Optima XL-A (Beckmann), Doppelsektorzellen,
AnTi 50 Rotor
Probenvorbereitun Umpufferung der Proteine in Puffer fiir die Ultrazentrifugation,
9 Konzentration zwischen 4-65 uM Protein

Referenzldésung Puffer fr die Ultrazentrifugation (auch fir Verdinnungen)
Messunaen Sedimentationsgeschwindigkeit: 40.000 rpm, 3 h, 20 °C > s

9 Sedimentationsgleichgewicht:  12.000 rpm, 20 °C > Mw
Detektion Aufzeichnung der Proteinabsorption bei 280 nm
Auswertun Berechnung der apparenten Sedimentationskonstante (s) und

9 des apparenten Molekulargewichts (Mw) mit Gerate-Software
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2.3.7 Quantifizierung der Bindung von NADPH an Proteine
Das Protein -61NAt29260 mit der Triade Serin-Glutamin-Lysin statt Serin-Tyrosin-Lysin

zeigte keine enzymatische Aktivitat. Es stellte sich die Frage, ob das Protein in der Lage war
das Cosubstrat NADPH =zu binden. Die Bindungsstudien wurden zum einen mit
Fluoreszenztitration und zum anderen mit Isothermer Tritrationskalorimetrie (ITC)
durchgefuhrt.

2.3.7.1 Fluoreszenztitration
Das Cosubstrat NADPH wird durch Bestrahlung mit Licht bei 340 nm zur Fluoreszenz

angeregt (Emission: 450-470 nm), verantwortlich daflr ist der reduzierte Nikotinamid-Ring.
Die Fluoreszenzintensitat wird allerdings durch Uberlagerung des Nikotinamid-Rings mit dem
Adenin-GerUst verringert (L6schung, engl. quenching). Bindet NADPH an ein Protein wird
das Quenching reduziert, die Fluoreszenzintensitat steigt und die Emissionswellenlange wird
bathochrom verschoben. Auf Grund dieser Eigenschaften des Cosubstrats wurde die
Bindungskonstante von NADPH und -61NAt2g29260 mit Fluoreszenztitration bestimmt. Als
Positivkontrolle wurde parallel die Bindung von NADPH an das Enzym At2g29360
gemessen. Bedingungen und Ablauf der Methode sind in Tab. 27 zusammengefasst.

Tab. 27 Bedingungen der Fluoreszenztitration

Gerit Fluoreszenzspektrometer FP-6500 (Jasco), Quartz-Kiuvette:
Suprasil 101-QS, 3,5 ml, Schichtdicke 10 x 10 mm (Hellma)
Messpuffer Lagerungspuffer flir At2g29260
Probe 2 ml Ansatz: 1,8 uM Protein, 0-40 uM NADPH in Messpuffer
Messun Emissionsspektren 360-600 nm (Anregung: 340 nm) bei 20 °C
9 je 3 Messreihen
Emissionsspekiren von NADPH-Verdinnungen in Messpuffer
Referenzmessung (0-40 uM NADPH)
Auswertung Auftragung Emissionsintensitat gegen NADPH-Konzentration
Nichtlineare Regression | F = (Fia * ¢ (NADPH)) / (Kq + ¢ (NADPH))
(SigmaPlot 10) Fmax, maximale Fluoreszenzintensitét; Ky, Bindungskonstante

2.3.7.2 Isotherme Titrationskalorimetrie
Die Titrationskalorimetrie erlaubt die Bestimmung der thermodynamischen Parameter der

Bindung von Makromolekiilen (z. B. Proteine, Nukleinsduren) mit kleineren Liganden (z. B.
Arzneistoffe, Cosubstrate), da bei deren Bindung entweder Warmeenergie freigesetzt
(AH < 0, exotherm) oder verbraucht (AH > 0, endotherm) wird. Mit dieser Methode kann
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direkt die Bindungsenthalpie (Bindungswéarme), die Bindungsaffinitait K, und die
Stéchiometrie N der beteiligten Bindungspartner (Ligand:Protein) gemessen werden. Die
Bindungskonstante Ky entspricht der reziproken Bindungsaffinitdt K,. Aus den gemessenen
Daten kénnen die Bindungsentropie AS und die Anderung der freien Enthalpie AG iber die
Gibb’sche Gleichung berechnet werden.

Gibb’sche Gleichung: AG=-RTe+*InK=AH-T * AS

R, universelle Gaskonstante; T,absolute Temperatur [K], K, Gleichgewichtskonstante (hier K;)

Bei der ITC werden die Lésungen in Referenz— und Probenzelle zu Beginn auf die gleiche
Temperatur erwarmt. Bei jeder Injektion des Liganden in die Probenzelle wird die
entstehende oder verbrauchte Bindungswarme (Energie) durch eine Rickkopplung der
Heizleistung kompensiert. Die Kompensationsleistung [pcal/s] zur Einstellung der gleichen
Temperatur zwischen Proben- und Referenzzelle nach erfolgter Injektion wird zeitabh&ngig
aufgezeichnet. Erst nach Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts zwischen
Referenz- und Probenzelle folgt die néchste Injektion. Das erhaltene Thermogramm zeigt die
Rohdaten als Spikes. Die Flache unter jedem Spike entspricht der Warme, die bei der
Bindung von Ligand und Protein pro Injektion entsteht oder verbraucht wird (AH pro mol
Ligand). Durch Integration dieser Flachen und Auftragung gegen das molare Verhaltnis
Ligand zu Protein erhalt man die thermodynamischen Parameter der Reaktion.

Fur die Messungen stand das Mikrokalorimeter VP-ITC (MicroCal) zur Verfigung. Das
Protein -61NAt29g29260 und der Ligand NADPH wurden in ITC-Messpuffer (Tab. 11) gel6st.
Es wurde ein etwa zehnfacher Konzentrationsuberschuss von Ligand zu Protein gewahlt
(500 uM zu 46 pM). Die Lésungen wurden fur 10 min im Vakuum entgast (ThermoVac,
MicroCal). Die Proteinlésung wurde in die Probenzelle und die NADPH-Lésung in das
Injektionssystem luftblasenfrei eingefiillt. Die Referenzkammer enthielt destilliertes Wasser,
da dieses etwa die gleiche Wéarmekapazitat wie wassrige Pufferlésungen aufweist und die
Kammer nicht fur jede neue Messung mit einem anderen Puffer beflllt werden muss. Zur
Systemequilibrierung wurden die Messzellen 10 min bei 20 °C vorgewarmt, bevor mit der
Injektion des Liganden begonnen wurde. Die Lésung in der Probenzelle wurde wahrend der
Messung kontinuierlich mit ca. 300 rpom gerUhrt. Das erhaltene Thermogramm wurde mit
Origin 7.0 ausgewertet. Die Titration der NADPH-L6sung gegen ITC-Messpuffer in der
Probenzelle wurde separat durchgefihrt, um L&sungseffekte von NADPH in reinem
Messpuffer zu quantifizieren.
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2.4 Aktivitatsbestimmung

2.4.1 Fotometrische Aktivitatsbestimmung

2.4.1.1 Prinzip der Messung
Die Tropinonreduktase-ahnlichen kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (TRLs)

katalysieren Oxidoreduktionen unter Verbrauch von Cosubstraten. Bei der Reduktion von
Ketonen oder Aldehyden zum Alkohol wird NAD(P)H zu NAD(P) oxidiert (Abb. 9).

H R1
. A Reduktion o mo
NH, + H + )—R2 T NY NH, + Ho
0 DE— AR H
Oxidation
O
NAD(P)H Keton/Aldehyd NAD(P)* Alkohol

Abb. 9 Reaktionsschema — Oxidoreduktasereaktion
AR: (phosphorylierter) Adenosindiphoshat-Rest; R1, R2: Substituenten

Bei der Oxidation wird die entsprechende Rickreaktion katalysiert. Da NAD(P)H bei 340 nm
ein Absorptionsmaximum aufweist, das die oxidierte Form NAD(P) nicht zeigt (Abb. 10),
kann Uber die zeitabhdngige Messung der Absorptionsanderung bei 340 nm die katalytische
Aktivitat der Oxidoreduktasen bestimmt werden. Bei der Reduktion nimmt die Absorption ab,
bei der Oxidation steigt sie an.
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259 nm: 1,325 AU 340 nm: 0,502 AU 257 nm: 1,486 AU

Abb. 10 Absorptionsspektren von NADPH und NADP
Die Spektren fir NAD(H) verhalten sich analog.

Cosubstrat-Lésungen

Die Dinukleotid-Cosubstrate fir die Oxidoreduktasen wurden als wassrige Stammlésungen
eingesetzt. Die Konzentration der Lésungen von NADPH und NADH wurde bei 340 nm
fotometrisch gegen Wasser als Referenz bestimmt (e =6,22mM' cm™ Sigma-Aldrich
Produktspezifikation). Diese wurden zu 2 mM oder 10 mM verdinnt. Fir die oxidierten
Cosubstrate NADP und NAD existieren keine spezifischen Absorptionskoeffizienten, deshalb




2 Material und Methoden 37

wurden die bendtigten Konzentrationen (2 mM, 10 mM) aus der Einwaage berechnet und die
Substanzen entsprechend in Wasser geldst. Die Cosubstrat-Lésungen wurden bei -20 °C bis
zur Verwendung gelagert.

Substrat-Lésungen

Die Substrate fiir die Aktivitdtsuntersuchung der TRL Enzyme waren Uberwiegend schlecht
wasserléslich (Ausnahme: mono- und bizyklische Ketone/Alkohole) und wurden deshalb
zwanzigfach konzentriert in Methanol gel6st. Flr kinetische Charakterisierungen wurden
Verdlnnungsreihen dieser Substrate ebenfalls mit Methanol hergestellt. Die methanolischen
Lésungen wurden 1:20 im Reaktionsansatz verdiinnt, so dass nur noch 5 % Methanol (V/V)
im Ansatz vorlagen. Methanol erwies sich im Vergleich zu Ethanol und Dimethylsulfoxid als
das am besten geeignete Lésungsmittel fir die TRL Enzyme, da es den geringsten Einfluss
auf die Enzymaktivitdt und gute Ldsungseigenschaften zeigte (Coppi, 2012; Plohmann,
2010; Wagner, 2011).

2.4.1.2 Aktivitatsmessung mit dem Zweistrahifotometer
Zur Kontrolle der Enzymaktivitdt nach der Reinigung wurde ein Standardreaktionsansatz

verwendet, der im Zweistrahlfotometer UV-160A (Shimadzu) bei 340 nm und 30 °C
gemessen wurde. Der Ansatz wurde direkt in der Kivette gemischt und die
Absorptionsdnderung pro Minute gegeniber einem Referenzansatz ohne Substrat
aufgezeichnet (Tab. 28). Zur Untersuchung des Substratumsatzes (qualitativ) wurden
anstelle des Standardsubstrats 3-Methylcyclohexanon andere Substrate (siehe Tab. 10) in
geeigneten Konzentrationen eingesetzt. Waren die Substrate in Methanol gelést, wurde in
die Referenzkiivette das gleiche Volumen Methanol zugesetzt.

Tab.28 Zusammensetzung des Standardreaktionsansatzes

Komponenten Reduktion Komponenten Oxidation Ansatz Referenz
Wasser Wasser zu 1 ml zu 1 ml
Phosphatpuffer pH 6,0 oder Tris-HCI Puffer pH 8,0 oder

Citrat-Phosphat-Puffer pH 5,0 | Glycin-NaOH Puffer pH 9,5 100mM - 100 mM
NADPH? NADP? 200 uM 200 uM
3-Methylcyclohexanon 3-Methylcyclohexanol 5 mM /
Enzym Enzym 1-100 ug  1-100 pg

Flr das Enzym At2g29330 wurden NADH und NAD verwendet.

Der Grenzwert fir eine messbare enzymatische Aktivitdt wurde bei einer linearen Abnahme
(Reduktion) oder Zunahme (Oxidation) der Absorption von mindestens 0,001 AU/min
festgelegt. Dieser Wert entspricht einer Volumenaktivitdt von 3 pkat/ml und damit einer
spezifischen Aktivitdt von 30 pkat/mg fir 100 pg/ml Enzym im Reaktionsansatz. Dies
entspricht der maximal zugesetzten Enzymmenge. Absorptionséanderungen unterhalb der
Detektionsgrenze wurden als ,keine Aktivitat“ definiert.
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2.4.1.3 Aktivitaitsmessung mit dem Mikroplatten-Lesegerat
Um den fotometrischen Aktivitatstest im gréBeren MaBstab und mit geringerem Zeit-,

Cosubstrat-, Substrat- und Enzymeinsatz anwenden zu kénnen, wurde das Messverfahren in
96 Well Mikrotiterplatten Ubertragen. Das Ansatzvolumen pro Kavitat betrug 200 pl. Die
Reaktion wurde durch automatische Injektion des fixen Cosubstrats bzw. Substrats gestartet.
Die Mikrotiterplatten wurden bei 340 nm und 30 °C im Mikroplatten-Lesegerat Infinite
F200PRO (Tecan) ausgelesen. Die Absorptionsdnderung wurde je nach Aktivitdt des
Enzyms Uber eine Zeitspanne von 2-10 min aufgezeichnet (in 20 s Intervallen). Pro Reaktion
wurden 4 unabhéangige Messwerte und 4 Blindwerte (Referenzansatz ohne das betreffende
Substrat) parallel gemessen. Die mittlere Absorptionsédnderung pro Minute wurde zur
Auswertung herangezogen. Daflr wurde eine Kalibrierung mit NADPH (1-800 uM, 200 ul pro
Kavitat) vorgenommen (Abb. 11). Auf Grund identischer Absorptionskoeffizienten wurde die
Kalibriergerade auch fir Reaktionen mit NADH verwendet.
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Abb. 11 NADPH-Kalibriergerade
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Aus dem Anstieg der Kalibriergerade wurde ein Faktor ermittelt, mit dem die gemessene
Absorptionsanderung pro Minute in die Volumenaktivitéat [pkat/ml = pmol/(ml-s)] umgerechnet
werden konnte (Abb. 12). Fir die Reduktion hatte dieser Faktor ein negatives (Absorption |)
und fr die Oxidation ein positives Vorzeichen (Absorption 7).

Anstieg: a = 3,8020 I/mmol = 3,8020 « 10¢ ml/pmol

Vol.-akt. [pmol/(ml-s)] = ﬁ- %—'?‘n
Vol.-akt. [pmol/(ml-s)] = ; . %’?‘n

109pmol AA
3,8020«103ml 60s

Vol.-akt. [pmol/(ml-s)] = 4384 pmol/(ml-s) « AA

Vol.-akt. [pmol/(ml-s)] =

Abb. 12 Berechnung des Faktors fiir die Volumenaktivitat
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Die spezifische Aktivitat [nkat/mg] wurde als Quotient von Volumenaktivitat und eingesetzter
Proteinkonzentration [mg/ml] angegeben. Die pH-Optima fir Reduktion und Oxidation und
die kinetischen Parameter wurden mit der fotometrischen Methode im 96 Well MaBstab im
Mikroplatten-Lesegerat bestimmt.

Bestimmung der pH-Optima fiir Reduktion und Oxidation

Die Aktivitdten fir die Reduktion von 3-Methylcyclohexanon und die Oxidation von
3-Methylcyclohexanol wurden fir jedes der TRL Enzyme in einem Standardreaktionsansatz
(200 pl; Tab. 28) mit unterschiedlichen Puffern (in 0,5 pH-Schritten) bestimmt. Die Puffer
wurden nach Vorschrift (Tab. 11) in einer Konzentration von 1 M hergestellt und im Ansatz
zu 100 mM verdunnt. Die verwendeten Puffer sind in Tab. 29 aufgefuhrt.

Tab.29 Puffer fiir pH-Optima

Puffer (Konzentration 1 M) | pH fiir Reduktion pH fir Oxidation
Citrat-Phosphat-Puffer 4,5;5,0;5,5 /
Kaliumphosphat-Puffer 5,5; 6,0; 6,5;7,0; 7,5 6,4;6,5;7,0;7,5
Tris-HCI-Puffer 7,5;8,0;8,5;9,0 7,5;8,0; 8,5;9,0
Glycin-NaOH Puffer / 9,0;9,5;10,0

Bestimmung der kinetischen Parameter V., und K,

Die Messungen zur Bestimmung der Kkinetischen Parameter einer Enzymreaktion,
Substrataffinitat (K,,) und maximale spezifische Aktivitdt (Viyax) wurden fotometrisch bei
340 nm und 30 °C im Mikroplatten-Lesegerat durchgefiihrt. Je nach Aktivitdt und Substrat
wurden Enzymkonzentrationen zwischen 1-20 pg/ml und Messzeiten zwischen 2-10 min
verwendet. Die Grundvoraussetzung bestand darin, die Sattigung des Enzyms mit Substrat
und Cosubstrat lber die gesamte Messdauer zu gewahrleisten. Dies wurde durch
Auswertung des Regressionskoeffizienten der linearen Absorptionsédnderung pro Minute
kontrolliert (Anforderung: R? = 0,98). Fiir Enzyme, die in Vortests messbaren Umsatz fir ein
Substrat zeigten, wurden entsprechende Substrat-Kandidaten flir eine kinetische
Charakterisierung ausgewahlt (

Tab. 30). Die Cosubstratkinetiken wurden mit einer fixen Konzentration von 5 mM
3-Methylcyclohexanon (Reduktion) oder 3-Methylcyclohexanol (Oxidation) gemessen. Bei
den Substratmessungen wurden jeweils 200 uM des entsprechenden Cosubstrats
eingesetzt. Fir At2g29330 wurde das Cosubstrat NAD(H) verwendet, fiir alle anderen TRL
Enzyme und CoTR diente NADP(H) als Oxidoreduktionsaquivalent.

Die berechneten spezifischen Aktivitdten wurden gegen die Substratkonzentration
aufgetragen und die Daten mittels nichtlinearer Regression ausgewertet (SigmaPlot 10).
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Tab. 30 Cosubstrate und Substrate fiir kinetische Charakterisierungen

Substrat Gruppe Lésung im Ansatz | ¢ [mM] Reaktion
NAD 0,01-1,0 Oxidation
NADH Cosubstrat Wasser 0,01-0.4 Refjukjuon
NADP 0,025-1,0 | Oxidation
NADPH 0,01-0,4 Reduktion
Chinuclidin-3-on ;;‘;ﬁ’c')’;%”n' Wasser 1,030,0 | Reduktion
1-Pentanol 0,01-1,0 Oxidation
Pentanal o 0,01-1,0 Reduktion
2,4-Dimethylpentanon A('D'g'r‘gé'rf;ge 5 % Methanol (V/V) | 0,01-2,5 | Reduktion
Citronellal 0,01-0,75 | Reduktion
Nerol 0,01-1,0 Oxidation
Benzaldehyd _ 0,01-1,5 Reduktion
p-Anisaldehyd A;‘\’Ig“earf';gge 5 9% Viethanol (viv) | 20125 | Redukion
Indol-3-carbaldehyd 0,01-2,5 Reduktion
‘Indol-3-carbinol | Alkohol | [ 0,01-25 | Oxidation |
3-Methylcyclohexanol 0,01-5,0 Oxidation
3-Methylcyclohexanon 0,1-10,0 Reduktion
4-Methylcyclohexanol M%r:gﬁ) rgaen— Wasser 0,01-10,0 | Oxidation
4-Methylcyclohexanon 0,1-5,0 Reduktion
1,4-Cyclohexandion 0,01-5,0 Reduktion
(-)-Carvon 0,01-5,0 Reduktion
(-)-Menthol 0,01-2,5 Oxidation
(-)-Menthon Monoterpene | 5 <, Methanol (V/V) | 0,01-5,0 | Reduktion
(-)-a-Thujon 0,01-5,0 Reduktion
(+)-Neomenthol 0,01-2,0 Oxidation
(x)-Jasmonséure 0,5-7,5 Reduktion
Methyljasmonat Jasmonate 5 % Methanol (V/V) | 0,01-2,5 Reduktion
Methyldihydrojasmonat 0,01-2,5 Reduktion

2.4.2 Qualitative Analyse der Reaktionsprodukte

2.4.2.1 Synthese von Standards fiir die qualitative Produktanalyse
Im Verlauf dieser Arbeit wurde die enzymatische Reduzierbarkeit diverser Ketone und

Aldehyde untersucht. Da nicht fir alle Reaktionsprodukte Standardsubstanzen verflgbar
waren, wurden ausgewahlte Substrate chemisch mit Natriumborhydrid (NaBH,) reduziert
(Tab. 31). Die Reduktion mit NaBH, verlauft nicht stereoselektiv, das hei3t aus einem
prochiralen Keton entstehen mindestens zwei Reaktionsprodukte.

In einem 1,5 ml ReaktionsgefaB wurden 20-30 mg NaBH,; mit 100 ul methanolischer
Substratlésung versetzt. Der Reaktionsansatz wurde auf Eis geklhlt und das Gefal3 nicht
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verschlossen, da die Reaktion unter Bildung von elementarem Wasserstoff ablief. Nach einer
Stunde wurde die Reaktion durch Zugabe von 300 ul Wasser beendet. Die reduzierten
Substanzen wurden mit 200 ul Ethylacetat oder n-Hexan extrahiert (Vortex-Mixer,
Zentrifugation far 1 min bei 13.000 rpm). Die mit Natriumsulfat getrocknete Ethylacetat- oder
n-Hexanphase wurde fir analytische Messungen mit HPLC oder GC verwendet.

Tab. 31 Chemische Reduktion mit NaBH,

Substrate Reaktionsprodukte Extraktion mit
(-)-Carvon cis/trans- (-)-Carveol n-Hexan
(-)-a-Thujon (-)-Neothujol und (-)-Thuijol n-Hexan
(+)-Campher (-)-1soborneol und (+)-Borneol n-Hexan
Citral ( = Neral und Geranial) Nerol und Geraniol n-Hexan
Citronellal Citronellol n-Hexan
Methyldihydrojasmonat (racemisch) | Methyldihydrocucurbate Ethylacetat
Methyljasmonat (racemisch) Methylcucurbate Ethylacetat
2-Decalon (cis/trans-Isomere) 2-Decalole n-Hexan
Flavanon (racemisch) Flavanole Ethylacetat
2’-Hydroxyflavanon (racemisch) 2’-Hydroxyflavanole Ethylacetat
6-Hydroxyflavanon (racemisch) 6-Hydroxyflavanole Ethylacetat
7-Hydroxyflavanon (racemisch) 7-Hydroxyflavanole Ethylacetat
trans-Chalkon 1,3-Diphenyl-2-propen-1-ole Ethylacetat

2.4.2.2 AQualitativer Produktnachweis mit GC-MS
Bei der fotometrischen Aktivitdtsmessung wurde nur der Verbrauch an Cosubstrat betrachtet.

Die Reaktionsprodukte enzymatisch umgesetzter Monoterpene, Aldehyde, Jasmonate und
Steroide wurden mit Hilfe der Gaschromatografie gekoppelt mit massenspektrometrischer
Auswertung qualitativ analysiert (Tab. 32). Dazu stand der Gaschromatograf GC-2010 mit
dem Massenspektrometer GCMS-QP2010S (Shimadzu) und einer DB5 Saule (FS-Supreme-
5ms, 30 m x 0,25 mm, Filmdicke 0,25 um, CS-Chromatografie Service) zur Verfugung. Als
Tragergas diente Helium mit einer konstanten Flussrate von 1 ml/min (Steroide/Sterole:
1,2 ml/min). Von jeder Probe wurde ein Volumen von 1 pl splitlos injiziert. Es wurde bei einer
Detektorspannung von 1,5 kV absolut und einer Interface-Temperatur von 250 °C gearbeitet.
Die Quelle wurde bei einer Temperatur von 200 °C (Injektortemperatur) betrieben, nur im
Steroid-Programm wurden 220 °C eingestellt. Die weiteren Parameter der verwendeten
Programme flr die verschiedenen Substanzklassen sind in Tab. 32 angegeben. Mit der
NIST-Bibliothek (Version 2008) wurden die Massenspektren der Substrat- und Produkt-
Peaks chemischen Verbindungen zugeordnet. Die Peakflachen und die Retentionszeiten
wurden zur Auswertung herangezogen. Die Substrate wurden als Standardiésungen mit
definierter Konzentration injiziert. Sofern ein Standard fir die entstehenden Produkte
verflgbar war, wurde dieser ebenfalls analysiert.



2 Material und Methoden

42

Tab. 32 Verwendete GC-MS Programme

Substanzklasse
Programmname

Monoterpene, Aldehyde
A) Terpene06Juli10.qgm

Analyse der Ansatze mit

Menthon, Thujon, (-)-Carvon, (-)-Fenchon, (+)-Pulegon,
Piperiton, (1S)-(-)-Verbenon, Menthol, (+)-Neomenthol,
(-)-Borneol, Carvacrol, Linalool, 2-Decalon, (+)-Campher,
Nerol, Citral, Citronellal

p-Anisaldehyd (Ansatz/Extraktion wie Benzaldehyd)

Ansatzzusammensetzung

0,5 ml Ansatz: 25 pg Protein

1 mM Substrat, 1 mM Cosubstrat, 100 mM Puffer
(Reduktion: pH 5-6,4, Oxidation: pH 8-9,5)
Blindansatz: 25 pg gekochtes Protein (10 min, 95 °C)
Uberschichtung mit 0,25 ml n-Hexan, 60 min, 30 °C

Probenextraktion

Vortex, Zentrifugation: 1 min, 13.000 rpm,
n-Hexan-Phase fur GC-MS-Analytik

GC-Temperaturgradient

60 °C > 4 °C/min - 150 °C (1 min) = 15 °C/min
- 245 °C (3 min)

MS-Analyse

Abweichendes System

5,5-32 min, Scan-Modus (Totalionenstrom), 50-400 m/z

Analyse der Menthon- und Thujon-Ansétze fir CrTRL26,
At2g29150, At2g29350, At5g06060 und -61NAt2g29260Q220Y
und der (+)-Pulegon-Ansatze fir CrTRL26, At2g29360 mit:

TraceGC 2000/Polaris Qe mit manueller Injektion
Injektionstemperatur 220 °C, Quelle und Transfer-line 230 °C,
lonisierungsenergie 70 eV (weitere Parameter identisch)

Substanzklasse
Programmname

Aldehyde
B) Aldehyde25Juli1i1.qgm

Analyse der Ansatze mit

Pentanal, 2,4-Dimethylpentan-3-on

Ansatzzusammensetzung

0,4 ml Ansatz: 20 pl Protein (entspricht 16-64 ug)

1 mM Substrat, 1 mM Cosubstrat, 100 mM Puffer pH 5/6
Blindansatz: 20 ul gekochtes Protein (10 min, 95 °C)
Uberschichtung mit 0,2 ml Ethylacetat, 30 min, 30 °C, 500 rpm

Probenextraktion

Vortex, Zentrifugation: 1 min, 13.000 rpm,
Ethylacetat-Phase fir GC-MS-Analytik

GC-Temperaturgradient

50 °C - 2 °C/min > 90°C (1 min)

MS-Analyse 2,55-21 min, Scan-Modus (Totalionenstrom), 30-100 m/z
Substanzklasse Aldehyde

Programmname C) Terpene17Nov10.qgm

Analyse der Ansatze mit | Benzaldehyd

Ansatzzusammensetzung | Analog B)

Probenextraktion

Vortex, Zentrifugation: 1 min, 13.000 rpm,
Ethylacetat-Phase fur GC-MS-Analytik

GC-Temperaturgradient

60°C > 2,5 °C/min - 100 °C (1 min) > 15 °C/min
> 245 °C (1 min)

MS-Analyse

3,55-23 min, Scan-Modus (Totalionenstrom), 50-400 m/z
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Substanzklasse
Programmname

Indole
D) Indolaldehyd060kt11.qgm

Analyse der Ansatze mit

Indol-3-carbaldehyd, Indol-3-carbinol, Indol-3-ethanol

Ansatzzusammensetzung

0,4 ml Ansatz: 20 pl Protein (entspricht 16-64 ug)
1 mM Substrat, 1 mM Cosubstrat, 100 mM Puffer
(Reduktion: pH 5/6, Oxidation: pH 8/9,5)

Blindansatz: 20 pl gekochtes Protein (10 min, 95 °C)
60 min, 30 °C, 1000 rpm

Probenextraktion

40 pl gesattigte Na,COgs-Lsg., 200 pl Ethylacetat, Vortex,
Zentrifugation: 1 min, 13.000 rpm, Ethylacetat-Phase zur
Trockne einengen

Derivatisierung

Trimethylsilylierung der Aldehyd-/Alkohol- und Amin-Gruppe mit
N, O-Bis-(trimethylsilyl)triflouracetamid
50-100 pl BSTFA, 30 min, 60 °C, + 100 ul Ethylacetat

GC-Temperaturgradient

80 °C (2 min) > 12 °C/min - 280 °C (2 min)

MS-Analyse 8-20 min, Scan-Modus (Totalionenstrom), 50-700 m/z
Substanzklasse Nootkaton, Jasmonate
Programmname E) Nootkaton09Juli10.qgm

Analyse der Ansatze mit

(+)-Nootkaton (Ansatz/Extraktion wie Monoterpene)
Jasmonsaure, Methyljasmonat, Methyldihydrojasmonat

Ansatzzusammensetzung

0,4 ml Ansatz: 20 pl Protein (entspricht 16-64 ug)
1 mM Substrat, 1 mM Cosubstrat, 100 mM Puffer pH 5-6,4
Blindansatz: 20 pl gekochtes Protein (10 min, 95 °C)

Methyl(dihydro)jasmonat: Uberschichtung mit 0,2 ml n-Hexan
60 min, 30 °C, ohne Schiitteln
Jasmonsaure: 60 min, 30 °C, 1000 rpm

Probenextraktion

Methyl(dihydro)jasmonat: Vortex-Mixer, Zentrifugation: 1 min,
13.000 rpm, n-Hexan-Phase fir GC-MS-Analytik

Jasmonsaure: 50 pl 0,1 N HCI, 2 x 200 pl Ethylacetat, Vortex,
Zentrifugation: 1 min, 13.000 rpm,

Ethylacetat-Phasen zur Trockne einengen, Rucklésen in 150 pl
Ethylacetat

Derivatisierung

Jasmonsaure: Methylierung mit Trimethylsulfoniumhydroxid
zu Methyljasmonat

30 pl TMSH + 100 pl Ethylacetat-Phase, 10 min bei
Raumtemperatur

GC-Temperaturgradient

60 °C - 15 °C/min - 150 °C (1 min) > 10 °C/min
- 245 °C (3 min)

MS-Analyse

5,5-19 min, Scan-Modus (Totalionenstrom), 50-400 m/z
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Substanzklasse Steroide, Sterole
Programmname F) Steroide09Aug10.qgm

Analyse der Ansatze mit | Testosteron, Progesteron, 5a-Cholestan-3-on, Pregnenolon,
5a-Dihydropregnenolon, 5-Androsten-33-ol-17-on,
4-Androsten-3,17-dion, Stigmasterol, 3-Sitosterol

Ansatzzusammensetzung | 0,25 ml Ansatz: 25 ug Protein

0,25-0,5 mM Substrat, 0,8 mM Cosubstrat, 100 mM Puffer
(Reduktion: pH 5-6,4, Oxidation: pH 8-9,5)

Blindansatz: 25 pug gekochtes Protein (10 min, 95 °C)

30 min, 30 °C, 1000 rpm

Probenextraktion 2 x 100 pl n-Hexan, Vortex, Zentrifugation: 1 min, 13.000 rpm,
vereinigte n-Hexan-Phasen fur GC-MS-Analytik

GC-Temperaturgradient | 60°C - 35 °C/min - 260 °C (1 min) > 3 °C/min
- 300 °C (4 min)

MS-Analyse 6,5-24 min, Scan-Modus (Totalionenstrom), 50-500 m/z

2.4.2.3 Analyse der Reduktionsprodukte von (-)-a-Thujon mit NMR
Die Struktur des Reaktionsprodukts der enzymatischen Reduktion von (-)-a-Thujon mit dem

Enzym CoTR und der Produkte der chemischen Reduktion mit NaBH, wurden mit "*C-NMR
und 'H-NMR aufgeklart. Ein 10 ml Reaktionsansatz enthielt 5 mM NADPH, 3 mM
(-)-a-Thujon, 5 % (V/V) Methanol und 100 pg/ml CoTR in 100 mM Citrat-Phosphat-Puffer
pH 5,0. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz mit gekochtem Protein (10 min, 95 °C)
mitgefihrt. Beide Anséatze wurden 22,5 h bei 30 °C inkubiert und anschlieBend viermal mit je
2ml n-Hexan extrahiert. Die vereinigten Phasen wurden mit wasserfreiem Na,SO,
getrocknet. Eine 1:10 Verdinnung des Extrakts wurde fir die semi-quantitative Abschatzung
der Probenzusammensetzung mit GC-MS verwendet (2.4.2.2). Flr die chemische Reduktion
des Ketons wurden 7,72 mg (-)-a-Thujon in 1 ml Methanol mit 80 mg NaBH, versetzt und fir
3 h auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 2 ml Wasser wurden die Analyten dreimal mit 1 ml
n-Hexan extrahiert. Die Extrakte der enzymatischen und chemischen Reduktion sowie ein
authentischer Standard des Ketons wurden im Stickstoffstrom getrocknet und in deuteriertem
Chloroform (CDCls) geldst. "*C-NMR und '"H-NMR Spektren wurden von Frau Dr. Porzel (IPB
Halle) mit einem Agilent VNMR 600 Spektrometer (Varian) bei 599,82 MHz (**C) bzw.
150,84 MHz ("H) aufgenommen. Chemische Verschiebungen bezogen sich auf die internen
Standards Tetramethylsilan (8 = 0 ppm, 'H) und CDCl; (8 = 77,0 ppm, ®C). Die Signale
wurden mit Hilfe zweidimensionaler NMR Messungen (DQFCOSY, HSQC, HMBC)
zugeordnet und mit vorhandener Literatur verglichen (Baeckstrém et al., 1996; Bohlmann et
al., 1975; Sirisoma et al., 2001).
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2.4.2.4 Qualitativer Produktnachweis mit HPLC-DAD
Flavonoide und deren Analoga sind fiir die Analyse mit GC-MS nicht ausreichend fllichtig,

hingegen sind sie geeignet fur die Hochleistungsflissigchromatografie. Sie verfligen tber ein
chromophores System, das zur UV/VIS-Detektion mittels Diodenarray-Detektor genutzt
werden kann. Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze ist in Tab. 33 aufgelistet.

Tab. 33 Zusammensetzung des Flavonoid-Reaktionsansétze

Komponenten Volumen [pl] | Konzentration

Wasser 350 /

Puffer pH 5,0 oder pH 6,0 50 100 mM

NADPH?10 mM 50 1 mM

Flavonoid (5-20 mM in Methanol) | 25 0,25-1 mM (5 % Methanol)
Enzym 25 40-100 pg/ml

Flr das Enzym At2g29330 wurde NADH verwendet.

Die Proben wurden 60 min bei 30 °C und 700 rpm inkubiert und anschlieBend mit 200 pl
Ethylacetat extrahiert (Vortex-Mixer, Zentrifugation fir 1 min bei 13.000 rpm). Die
Ethylacetat-Phase wurde direkt flr die HPLC-Analyse verwendet (Tab. 34). Ein Blindansatz
wurde mit der gleichen Konzentration des gekochten Proteins (10 min, 95 °C) préapariert und
analog wie die Proben mit nativem Protein behandelt.

Tab. 34 HPLC-Methode fiir Flavonoide
HPLC-DAD LaChrom Elite (VWR Hitachi) mit Sadulenofen

Gerat (Jetstream 2, W.O. Electronics)
Séaule LiChrospher 100 RP-18 LiChroCART 125 x 4,0 mm (Merck)
Saulenparameter 125 x 4 mm, 5 uym PartikelgréBe
Gradientenelution Eluent A: Phosphorsaure:Wasser = 0,5:99,5 / Eluent B: Acetonitril
Flussrate 1 ml/min
Probenvolumen 200 pl
Injektionsvolumen 10 pl
Temperatur Saulenofen | 25 °C
100 1
80 0,8
S
= 60 106
Gradient der Methode E 40 1< \ 0,4
3
< 2] / \ +0,2
0 ‘ ‘ ‘ : ‘ ‘ ‘ 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zeit [min]

Die Auswertung der Peakflichen und Retentionszeiten der Signale in den

HPLC-Chromatogrammen wurde beim jeweiligen lokalen Absorptionsmaximum der
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untersuchten Substanz vorgenommen, dieses variierte zwischen Substrat und Produkt (Tab.
35, letzte Spalte).

Tab. 35 Standardsubstanzen fiir die Flavonoid-HPLC

Substanz ﬁﬁr?;mer ¢ [mg/ml] t.; [min] Amax [NM] Aﬁgscmmg
trans-Chalkon 614-47-1 0,52 15,31 305 305
Flavanon 487-26-3 0,56 14,37 250/320 250
2’-Hydroxyflavanon 17348-76-4 0,60 12,40 252/320 252
6-Hydroxyflavanon 4250-77-5 0,45 11,91 256/357 256
7-Hydroxyflavanon 6515-36-2 0,30 11,45 233/275/310 275
(-)-Naringenin 480-41-1 0,68 10,04 287 287
Daidzein 486-66-8 0,16 8,68 247/302 247
Genistein 446-72-0 0,34 10,15 210/258 258
Flavon 525-82-6 0,56 14,00 250/297 250
3-Hydroxyflavon 577-85-5 0,30 14,48 240/306/343 343
6-Methoxyflavon 26964-24-9 0,32 14,84 267/303 267
Mit NaBH, reduzierte Flavonoide
!,3-Diphenyl-2- 62668-02-4 052 1340  210/253 253
propen-1-ole” ]
Flavanole® 487-25-2 0,23 12,63 210/276 276
________________________________________________________________________ 1279 210276 276
2’-Hydroxyflavanole®  67765-49-5 0,32 10,73 276 276
________________________________________________________________________ 123 276 276 |
6-Hydroxyflavanole®  488847-57-0 024 1016 298 . 298 |
7-Hydroxyflavanole® 72594-23-1 0,30 9,73 206/280 280
9,82 206/280 280

4enantiomere Alkohole; °diastereomere Alkohole

2.5 Methoden der Bioinformatik

2.5.1 Datenbanken und Computerprogramme

Tab. 36 Stationdre Computerprogramme

Bezeichnung Hersteller/Anbieter Verwendung
Advanced Chemistry Erstellung von Strukturformeln,
ACD/Chemsketch 11.01 Development, Inc. dreidimensionale Ansicht
ISIS Draw 2.3 MDL Information Erstellung von Strukturformeln und
' Systems Reaktionsschemata
Center for Evolutionary :
MEGA 5 Medicine and Informatics Phylogenetische Sequenzanalyse
OMIGA 2.0 Oxford Molecular Ltd. Sequenzanalyse, Primer-Design
pDRAW32 1.1.112 AcaClone Software Erstellung von Vektorkarten
PyMol v0.99 DeLano Scientific LLC Darstellung von Homologiemodellen

und Kristallstrukturen

SigmaPlot 10 mit
Enzymkinetik-Modul 1.3

Auswertung von Daten mit
nichtlinearer Regression

Systat Software Inc.
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Tab. 37 Datenbanken und Computerprogramme im Internet

Bezeichnung Betreiber (Internetadresse) Referenz
Bio-Array Resource  Gentre for the Analysis of Genome Evolution /
eFP Browser and Function, Universitat Toronto, Kanada (Winter et al., 2007)
Expression Angler (bar.utoronto.ca) (Toufighi et al., 2005)
National Center for Biotechnology Information,
BLAST NCBI, USA (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1990)
Institut fUr Biochemie und Bioinformatik, TU
BRENDA Braunschweig (www.brenda-enzymes.org) (Scheer et al., 2011)
ChloroP 1.1 (Emanuelsson et al.,
’ Center for Biological Sequence Analysis, 1999)
Technische Universitat Danemark, (Emanuelsson et al.,
TargetP 1.1 (www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP) 2000), (Nielsen et
al., 1997)
European Bioinformatics Institute, Cambridge, .
ClustalW2 GroBbritannien (www.ebi.ac.uk) (Larkin et al., 2007)
EMBL European Molecular Biology Laboratory /
(www.embl.org; www.ebi.ac.uk)
Schweizerisches Institut fir Bioinformatik, (Gasteiger et al.,
ExPASy ProtParam Lausanne, Schweiz (www.expasy.org) 2003)

National Center for Biotechnology Information,

GenBank NCBI, USA (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Benson etal., 2011)
. Nebion AG, Schweiz
Genevestigator (www.genevestigator.com) (Hruz et al., 2008)
RCSB Protein Research Collaboratory for Structural
Data Bank Bioinformatics (RCSB) (www.pdb.org) (Berman et al., 2000)
SciFinder American Chemical Society (scifinder.cas.org) /
i IFM Bioinformatics, Universitat Linkdping, (Persson et al.,
SDR-Datenbank Schweden (www.sdr-enzymes.org) 2009)
TAIR Arabidopsis Biological Research Center /
(www.arabidopsis.org)
Tn-Calculator Stratagene, USA (www.stratagene.com) /
UniProtKB The UniProt Consortium (www.uniprot.org) (The UniProt

Consortium, 2012)

WoLF PSORT 0.2 Korea Center for Disease Control & Prevention (Horton et al., 2007)

2.5.2 Phylogenetische Analyse
Die phylogenetischen Baume dieser Arbeit wurden mit der Software MEGA 5 erstellt

(Tamura et al.,, 2011). Die Aminosauresequenzen wurden aus der Datenbank GenBank
extrahiert und vor der phylogenetischen Analyse mit ClustalW2 aliniert (Abb. 7:
32 Sequenzen, Abb. 50: 54 Sequenzen). Die ausgewahlten Aminosauresequenzen wurden
mit der Neighbor-Joining Methode analysiert (Saitou and Nei, 1987). Die phylogenetischen
B&dume wurden mit der Bootstrap-Methode (1000 Wiederholungen) validiert (Felsenstein,
1985). Bootstrap-Werte =50 % wurden an den Knoten angegeben. Die Lange der
Verzweigungen entspricht der evolutionaren Distanz und ist skaliert. Die evolutiondre Distanz
wurde mit der p-Distanz Methode berechnet (Nei and Kumar, 2000) und gibt die Anzahl der
Aminosaureaustausche pro Position an (0,05 entspricht einem Austausch pro 20 AS).
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3 Ergebnisse
3.1 Klonierung von trl-Sequenzen aus A. thaliana und C. rubella

3.1.1 Isolierte RNA aus pflanzlichem Material
Bei der RNA-Extraktion nach 2.2.1 wurden die in Tab. 38 aufgeflhrten Gesamt-RNA-Proben

von Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH. (Columbia Wildtyp) und Capsella rubella REUT.
erhalten. Die RNA-Praparationen waren in Konzentration und Qualitdt geeignet fir die
Synthese von cDNA durch reverse Transkription (2.2.3). Fir die Amplifizierung der
codierenden Sequenzen von at2g29260 und at5g06060 aus A. thaliana wurde mit
RNA-Probe 1 und fir at2g29350 mit RNA-Probe 2 gearbeitet.

Tab. 38 Verwendete Gesamt-RNA-Proben

¢ (RNA) Verhiltnis

Pflanze Herkunft des Materials Pflanzenteile, Alter [ng/pl] Asso/Asso

1 Anzucht aus Samen

In vitro Kultur Keimlinge, 7 Tage alt 2,17 1,9
A. thaliana ===~ B RaRRRRR
2 Gewachshaus IPB oberirdische Teile einer ’
Halle nicht-bliihenden Pflanze 1,53 8

In vitro Kultur, Samen
C. rubella  von Dr. M. Piotrowski
Ruhr-Universitat Bochum

nicht-blihende Ganz-

pflanze, 2 Wochen alt 2,52 2,0

3.1.2 Amplifizierung von trl-Sequenzen
Die Amplifizierung der codierenden Sequenzen von at2g29260, -61Nat2g29260 (um 183 bp

verkirzt), atbg06060, at2g29350 aus A. thaliana und von crtrl26 aus C. rubella gelang durch
PCR mit Pfu DNA Polymerase unter Verwendung genspezifischer Primer (2.2.4.1, Tab. 8). In
den Elektropherogrammen sind eindeutige DNA-Banden bei ca. 800 bp sichtbar (at2g29260
1000 bp), die mit den erwarteten FragmentgréBen Ubereinstimmen (Abb. 13).

LB W 2 2

o

3 BI3 M BI4 4

1 at2g29260 978 bp 3 -61Nat2g29260 798 bp 5 ortri26 825 bp
2 at5g06060 804 bp 4 at2g29350 819 bp

BI, Blindprobe; M, Marker (GeneRuler DNA Ladder Mix, bp)

Abb. 13 Elektropherogramme zur Kontrolle der Pfu-PCR
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3.1.3 Synthesevektoren fiir TRL Proteine

3.1.3.1 Synthesevektoren mit Volllangen-cDNA
Die TRL cDNA-Sequenzen wurden in den Synthesevektor pQE-30 ligiert (2.2.13), der zur

Synthese von TRL Proteinen mit N-terminalem His-Tag diente. Dieses Vorgehen beruht auf
Erkenntnissen zur Aktivitédt der Tropinonreduktase Il aus Solanum dulcamara (Solanaceae).
Das Fusionsprotein mit C-terminalem His-Tag zeigte bei der Reduktion von Tropinon eine
4,5-fach verminderte spezifische Aktivitdt und eine zehnfach geringere Affinitat zu Tropinon
im Vergleich zum Fusionsprotein mit N-terminalem His-Tag (Freydank et al., 2008). Das
Expressionssystem pQE-30 in E. coli M15[pREP4] wurde unter der Annnahme ausgewahlt,
dass der His-Tag am N-Terminus die katalytische Aktivitdt der TRL Enzyme weniger
beeinflusst als ein C-terminaler His-Tag.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden folgende Synthesevektoren selbst hergestellt:
at5g06060-pQE-30, at2g29260-pQE-30, -61Nat2g29260-pQE-30, at2g29350-pQE-30 und
crtrl26-pQE-30. Darlber hinaus wurden Fusionsproteine von vier weiteren rekombinanten
Synthesestdmmen untersucht, die im Rahmen von Diplomarbeiten angefertigt (at2g29360-
pQE-30, Wagner, 2011; at2g29150-pQE-30, Plohmann, 2010 und at2g29330-pQE-30,
Coppi, 2012) bzw. von Frau Dr. Brock zur Verfligung gestellt wurden (cotr-pET-21d (Brock,
2008)). Vektorkarten und Eigenschaften der daraus resultierenden Fusionsproteine sind aus
Platzgriinden im Anhang in Tab. A3 aufgefihrt. Die Amplifizierung und Klonierung der
vollstdndigen cDNA-Sequenz von at2g29170 aus isolierter RNA war nicht erfolgreich. Es
wurden lediglich zwei verklrzte Varianten gefunden, die vermutlich durch alternatives
SpleiBen entstanden sind. Die SpleiBvarianten enthielten entweder keine katalytische Triade
oder waren nicht I8slich zu synthetisieren (Plohmann, 2010). Aus diesem Grund entfielen
Untersuchungen zum TRL Protein At2g29170.

Die Amplifikation der cDNA-Sequenzen von crtrl5 und crtrl21 aus Capsella rubella (orthologe
Gene zu at2g29150 bzw. at2g29330) fihrte zu Nukleotidsequenzen mit Abweichungen zu
den bekannten Annotationen in Sequenzdatenbanken (z. B. GenBank, EMBL). Im Fall von
crtrl5 traten 20 Nukleotidunterschiede zum EMBL-Eintrag ABW81165 auf, von denen finf zu
Anderungen der Aminosauresequenz fiihrten. Die gefundene Sequenz wurde deshalb als
crtrl51 bezeichnet. Das entsprechende Fusionsprotein CrTRL51 wurde von Anja Plohmann
in ihrer Diplomarbeit untersucht (Plohmann, 2010). Fir das Gen crtrl21 wurden zwei
Varianten gefunden, die durch je zwei relevante Punktmutationen vom EMBL-Eintrag
ABW81150 abwichen. Die zwei Varianten crtrl21v1 und crtrl21v2 wurden in der Diplomarbeit
von Ralph Coppi ausfihrlich bearbeitet (Coppi, 2012) und sind hier nicht Gegenstand der
Untersuchung.

Ein Grund fir die gefundenen Genvariationen in C. rubella kénnte in der Verwendung
unterschiedlicher Herklinfte des Pflanzenmaterials fir Datenbankeintrag (Navarro-Quezada,
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2007) und RNA-Isolierung liegen. Im Gegensatz zum Okotyp Columbia fiir A. thaliana ist fur
C. rubella kein Okotyp spezifiziert.

3.1.3.2 Verkiirzungsmutante und ortsgerichtete Mutagenese von at2g29260
At2929260 wies einige signifikante Unterschiede zu den anderen trl-Sequenzen auf. Die

codierende Sequenz war N-terminal ca. 200 Basenpaare langer (1000 bp > 800 bp) und
zeigte eine auffallige Haufung von Tripletts, die hydroxylierte Aminosduren wie Serin und
Threonin und basische Aminosauren wie Lysin und Arginin codierten. Dariber hinaus fehlten
im N-terminalen Bereich des Proteins At2g29260 saure Aminosduren fast vollstandig
(Ausnahme: Asp4). Diese Besonderheiten weisen darauf hin, dass hier ein plastidares
Transitpeptid vorliegen kdnnte (Lee et al., 2008). Eine Analyse der Aminosauresequenz von
At2g29260 (322 AS) mit Programmen fir die Vorhersage von Transit- und Signalpeptiden
(ChloroP, TargetP und WoLF PSORT) wurde vorgenommen (Tab. 39).

ChloroP verwendet ein Datenset von 150 Proteinsequenzen, von denen 75 ein
chloroplastidares Transitpeptid tragen und die anderen 75 nicht. Das Programm vergleicht
die ersten 100 N-terminalen Aminosauren der eingegebenen Sequenz mit dem Datenset.
TargetP verwendet fir die Analyse von Transit- und Signalpeptiden in Pflanzen
(chloroplastidar, mitochondrial, sekretorisch) ChloroP und SignalP, wobei die ersten 130
N-terminalen Aminosauren betrachtet werden. Mit TargetP und ChloroP sind auBerdem
Vorhersagen zur Schnittstelle fir ein potentielles Transit-/Signalpeptid mdéglich. Eine
N-terminale Peptidsequenz von 61 Aminosauren wurde von TargetP und ChloroP als
chloroplastidares Transitpeptid eingeordnet und die Lokalisation von At2g29260 in
Chloroplasten als héchstwahrscheinlich angegeben.

Tab. 39 Ergebnisse der Transit-/Signalpeptid-Vorhersage fiir At2g29260

Programm Bewertung Restriktionsstelle | Ergebnis

ChloroP 1.1 cTP-Score  Schnittstellen-Bewertung |\ ..o 61 A cTP
0,558 3,527 (fur AS 62)

TargetP 1.1 cTP mTP SP N-terminal: 61 AS cTP
0,896 0,065 0,003
Chloroplast  Mitochondrion N-terminal:

WoLF PSORT TP

© SO 11,5 25 bei AS 59-60 ¢

Mit WoLF PSORT wird die eingegebene Aminosauresequenz mit einem Datenset von
Proteinen bekannter Lokalisation in Chloroplasten und Mitochondrien verglichen und die
Lokalisation der &hnlichsten Vergleichsproteine als Zahlenwert angegeben. Die ersten
45 Aminosauren von At2g29260 wurden dazu betrachtet und mit den N-Termini der 14
ahnlichsten Proteine mit Transitpeptid verglichen. Auch die Analyse mit WoLF PSORT
deutete auf ein chloroplastidares Transitpeptid flir At2g29260 hin. Die wahrscheinlichste
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Schnittstelle fir das Transitpeptid wurde von WoLF PSORT zwischen Aminosaure 59 und 60
angegeben. Der Wert korreliert gut mit den Ergebnissen von ChloroP und TargetP, mit
denen jeweils nach den ersten 61 N-terminalen Aminosduren eine solche Schnittstelle
lokalisiert wurde. Auf Basis der Vorhersagen wurde die Sequenz -61Nat2g29260 kloniert
(Tab. A3), die um die ersten 183 Nukleotide im Vergleich zu at2g29260 verkirzt ist und ein
Fusionsprotein ohne die ersten 61 N-terminalen Aminosauren codiert (Abb. 14).

At2g29260 und auch die Verkurzungsmutante zeigten eine weitere aufféllige Besonderheit.
Die bei den klassischen SDRs konservierte katalytische Triade aus den Aminosauren Serin,
Tyrosin und Lysin besteht hier aus Serin, Glutamin und Lysin. Da Tyrosin als katalytische
Séure/Base am Reaktionsmechanismus der Oxidoreduktion beteiligt ist, sollte ein Protein
ohne das katalytische Tyrosin keine Oxidoreduktaseaktivitdt aufweisen. Das traf fir das
I6slich synthetisierte Protein -61NAt2g29260 zu. Aus diesem Grund wurde mit ortsgerichteter
Mutagenese (2.2.4.3) die Aminosaure Glutamin (Aminosaure 220 im nativen Protein; Triplett:
CAA) gegen Tyrosin (Triplett: TAC) ausgetauscht. Das erhaltene Fusionsprotein wurde als
-61NAt2929260Q220Y bezeichnet (Alignment Abb. 14). Synthesestamm und Proteinlange
sind identisch mit -61NAt2g29260, das Molekulargewicht der Mutante betragt 30145,2 Da.
Das verkirzte und mutierte Fusionsprotein wurde léslich synthetisiert und zeigte katalytische
Aktivitat als Oxidoreduktase.

—6INAL2g29260  —mmm 13
—61INAt2g29260Q220Y ————————m o 13
At2g29260 MVLDMASHLYTNPPQNLHFISSSSSLKPHLCLSFKRINPKHKSSSSSVFVPYASQSSIAI 60
.. ok . *
-61NAt2g29260 SKERWSLNGMSALVTGGTRGIGRAIVEELAGLGAEVHTCARNEYELENCLSDWNRSGFR 73
-61NAt2g29260Q220Y CSKERWSLNGMSALVTGGTRGIGRAIVEELAGLGAEVHTCARNEYELENCLSDWNRSGFR 73
At2g29260 TSKERWSLNGMSALVTGGTRGIGRAIVEELAGLGAEVHTCARNEYELENCLSDWNRSGFR 120
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhhhkhkhhrhhkhhhhhkhhhrhhkkhhhrhhkhkhhrhkhdhhkhrhhkhkhkrhkkhkkhkhkhrhkhkkhhrxxk*k
-61NAt2g29260 VAGSVCDVSDRSQREALMETVSSVFEGKLHILVNNVGTNIRKPMVEFTAGEFSTLMSTNE 133
-61NAt2g29260Q220Y VAGSVCDVSDRSQREALMETVSSVFEGKLHILVNNVGTNIRKPMVEFTAGEFSTLMSTNF 133
At2g29260 VAGSVCDVSDRSQREALMETVSSVFEGKLHILVNNVGTNIRKPMVEFTAGEFSTLMSTNE 180
khkhkhkhkhkkhkhkhkhhhkhkhkhhhkhrhkhrhhhhkrhk kb hkhdhhkhrhkhhkhkhkdhhkhhrhkhkrhkhkhhkrkhkxkkkk
-61NAt2g29260 ESVFHLCQLAYPLLRESKAGSVVFISSVSGFVSLKNMSVQSSTKGAINQLTRSLACEWAK 193
-61NAt2g29260Q220Y ESVFHLCQLAYPLLRESKAGSVVFISSVSGFVSLKNMSVYSSTKGAINQLTRSLACEWAK 193
At2g29260 ESVFHLCQLAYPLLRESKAGSVVFISSVSGFVSLKNMSVQSSTKGAINQLTRSLACEWAK 240
khkhkhkhkhkdhhkhkhhhkhkhkkhhhkhrhkhrhhhhrkhkhkhbhhdhhkhrkhhhkh F,hkhhrkhkhrkhhhhkrkhdxkkkk
-61NAt2g29260 DNIRINAVAPWYIKTSMVEQVLSNKEYLEEVYSVTPLGRLGEPREVSSAVAFLCLPASSY 253
-61NAt2g29260Q220Y DNIRINAVAPWYIKTSMVEQVLSNKEYLEEVYSVIPLGRLGEPREVSSAVAFLCLPASSY 253
At2g29260 DNIRINAVAPWYIKTSMVEQVLSNKEYLEEVYSVTPLGRLGEPREVSSAVAFLCLPASSY 300
khkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhhhkhkhhhhdhhhhhkhhhrhhkkhhkhrhhkhhAkhrhhkdhhhrrhhkkhkhkrhkhkkhkhkhrhhkkhhxkhk*k
-61NAt2g29260 ITGQILCVDGGMSINGFFPRHD 275 * identische Aminoséuren (Gonnet Matrix)
-61NAt2g29260Q220Y ITGQILCVDGGMSINGFFPRHD 275 cTP
At2g29260 ITGQILCVDGGMSINGFFPRHD 322 *Nknaﬂon(DZZOY

R I R i I b I dh b S b b 2h I 2b b S g

katalytische Triade

Abb. 14 Alignment von At2g29260 und deren Mutanten (ClustalW2)
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3.2 Synthese und Reinigung der TRL Fusionsproteine
Alle TRL Proteine, mit Ausnahme von At2g29260, wurden mit hohen Ausbeuten 6slich in

E. coli synthetisiert (Abb. A1 im Anhang). Da At2g29260 mit N-terminalem Transitpeptid nicht
I6slich in Bakterienzellen synthetisiert werden konnte, wurde die katalytische Aktivitat nur fir
das verkurzte Protein -61NAt2g29260 und die Mutante -61NAt2929260Q220Y untersucht.
Reinheit und Konzentration der mit IMAC gereinigten Zielproteine (2.3.3) waren ausreichend
far alle nachfolgenden Messungen.

3.2.1 Bestimmung des nativen Molekulargewichts der TRL Proteine
Das native Molekulargewicht der TRL Proteine war nicht bekannt. Untersuchungen dazu

wurden flOr ausgewahlte Vertreter mit analytischer Gelfiltration (2.3.6.1) und
Ultrazentrifugation (2.3.6.2) vorgenommen.

Flr die analytische Gelfiltration wurde das Ausschlussvolumen mit Dextranblau bei 20 °C
bestimmt, es betrug 48,846 ml. Das Bettvolumen der Saule (XK 16/60 gefullt mit Sephacryl
S-200 HR, Tab. 24) lag bei 119 ml. Mit Ausnahme von Rinderserumalbumin eluierten alle
Standardproteine (Tab. 25) und die untersuchten TRL Proteine in Form einzelner
symmetrischer Peaks. Das Chromatogramm von Rinderserumalbumin (Monomer 66 kDa)
zeigte einen zusatzlichen Peak, der dem Dimer zugeordnet wurde (132 kDa). Der BSA
Standard wurde als qualitativ unzureichend bewertet und nicht in die Berechnung der
Kalibriergerade einbezogen (Abb. 15).

2,4
+ Standardproteine
22 ™ W A5Q06060 |
20 A -61NAt2g29260
< At2g29350
; 1,8 @ At2g29360 1
9 0O CrTRL26

1,6 \
1,4
o \
1,0 T T T T T T T
1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8
Vo/V,
Kalibriergerade: log Mw = -2,0552 « (V¢/V,) + 4,6553; R? = 0,9991

Abb. 15 Auswertung der analytischen Gelfiltration von TRL Proteinen

Mw, Molekulargewicht; V., Elutionsvolumen; V,, Ausschlussvolumen

Die TRL Proteine aus A. thaliana At5g06060, -61NAt2g29260, At2g29350 und At2g29360
eluierten bei sehr &hnlichen Volumina (V.: 63-64 ml) jeweils als einzelner Peak. In
Abweichung dazu eluierte CrTRL26 aus C. rubella bei einem deutlich héheren Volumen von
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67 ml. Dem Hauptpeak folgte unmittelbar ein sehr kleiner Peak, dessen berechnetes
Molekulargewicht von 20 kDa einem Monomer zugeordnet wurde. Fir CrTRL26 resultierte
bei der analytischen Gelfiltration ein natives Molekulargewicht von 68 kDa. Fir alle anderen
untersuchten Proteine lag das berechnete Molekulargewicht zwischen 88 und 102 kDa. Die
Ergebnisse der Ultrazentrifugation durch Priv.-Doz. Dr. Hauke Lilie ergaben generell héhere
Werte (Tab. 40). Ausnahme ist wiederum CrTRL26, fir das ein Molekulargewicht von 64 kDa
bestimmt wurde. Ein instabiles Verhalten, wie der Zerfall in Monomere, wurde fur die
CrTRL26 bei dieser Methode nicht festgestellt.

Tab. 40 Ergebnisse der Molekulargewichtsbestimmungen im Vergleich

e hba [kbmr | 2 e b
At5906060 29,56 88 108 3,0 3,7
-61NAt2g29260 30,11 94 110 3,1 3,7
-61NAt2g29260Q220Y 30,15 n. a. 105 n. a. 3,5
At2929350 30,26 90 93 3,0 3,1
At2929360 30,45 102 104 3,4 3,4
CrTRL26 30,55 68 64 2,2 21
20 / 0,7 /
At2929150 29,97 n. a. 96 n. a. 3,2

*berechnet aus Aminosauresequenz; GF, Gelfiltration; UZ, Ultrazentrifugation; n. a., nicht analysiert

Um die Ausbildung kovalenter Disulfid-Briicken zwischen Protein-Monomeren
auszuschlieBen, wurden die Proteinproben fiir die Ultrazentrifugation einer nicht-
reduzierenden SDS-PAGE (ohne Dithiotreitol) unterzogen (2.3.5). Alle Proteine lagen unter
den Bedingungen der nicht-reduzierenden SDS-PAGE als Monomere vor und waren nicht
durch Cystin miteinander verkn(pft (Abb. 16).

1A _1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B M 5A 5B 6A 6B 7A 7B M

GO Coww

a S

L T L L T e

Protein Aug] B[ug] Protein Afug] B [ug]
1 At5g06060 0,44 0,88 5 -61NAt29g29260 0,60 1,20
2 CrTRL26 0,32 0,64 6 At2g29150 0,19 0,38
3 At2g29350 0,65 1,30 7 -61NAt2g29260Q220Y 0,45 0,90
4 At2g29360 0,10 0,20 M Carboanhydrase (29 kDA), BSA (66 kDa)

Abb. 16 Elektropherogramm der nichtreduzierenden SDS-PAGE



3 Ergebnisse 54

Die Ergebnisse der Gelfiltration und der Ultrazentrifugation zeigten Ubereinstimmend, dass
nur CrTRL26 nativ als Dimer vorlag. Die bestimmten Molekulargewichte der Arabidopsis TRL
Proteine waren deutlich héher. Die Proteine At5g06060, -61NAt2g29260/Q220Y und
At29g29360 sind nach den Ergebnissen der Ultrazentrifugation eindeutig als Tetramere
einzuordnen. At2g29350 und At2g29150 fihrten auch bei der Ultrazentrifugation zu
Molekulargewichten, die rein rechnerisch einem Trimer entsprechen wirden.

Die katalytische Aktivitdt der Enzyme nach der analytischen Gelfiltration wurde Uberprift
(Ausnahme: -61NAt2g29260). Alle Enzyme katalysierten in Anwesenheit von NADPH die
Reduktion von 3-Methylcyclohexanon. Somit I&sst sich feststellen, dass die untersuchten
TRLs im nativen Zustand als Oligomere katalytisch aktiv sind.

3.2.2 AQuantifizierung der Bindung von NADPH an -61NAt2g29260
Das Protein -61NAt2g29260 wurde I6slich synthetisiert (Abb. A1 im Anhang), zeigte aber

keine katalytische Aktivitat als Oxidoreduktase, sehr wahrscheinlich auf Grund der fehlenden
katalytischen Aminoséaure Tyrosin (Abb. 14). Um zu demonstrieren, dass prinzipiell die
Voraussetzungen fir eine TRL Aktivitat unter diesen Bedingungen gegeben waren, wurde
der Nachweis der Cosubstratbindung geflhrt. Hierfir wurden Fluoreszenztitration (2.3.7.1)
und Isotherme Titrationskalorimetrie (2.3.7.2) angewendet. Als Positivkontrolle wurde die
Bindung von NADPH an das katalytisch aktive Enzym At2g29360 mittels Fluoreszenztitration

bestimmt.

3.2.2.1 Fluoreszenztitration
Die Fluoreszenzintensitét fir die Bindung von NADPH an -61NAt29g29260 wurde bei 448 nm

und fir die Positivkontrolle At2g29360 bei 435 nm ausgewertet. Bei diesen Wellenlangen lag
jeweils die maximale Differenz zur Fluoreszenzintensitat der reinen NADPH-L&sung vor
(Emissionsdifferenzmaxima; Abb. 17).

Ab ca. 15 uM NADPH sorgte der Uberschuss an freiem gegeniiber gebundenem Cosubstrat
fr einen deutlichen linearen Anstieg der Emissionsintensitat (lineare Regression). Vor der
Auswertung der Daten mit nicht-linearer Regression wurde der durch das freie NADPH
verursachte Fluoreszenzanteil vom Messignal abgezogen (Abb. 18). Aus dem nicht-linearen
Anstieg der Emissionsintensitait wurden die Bindungskonstante Ky und das
Intensitdtsmaximum (F..) berechnet (SigmaPlot 10). Fir beide Enzyme lag die
Bindungskonstante im unteren pM-Bereich. Daraus lasst sich ableiten, dass sowohl das
Protein -61NAt2g29260 als auch das aktive TRL Enzym At2g29360 in nativer Faltung
vorliegen und das Cosubstrat mit &hnlich hoher Affinitat binden.



3 Ergebnisse 55

80
| —— NADPH
70 P -61NA2g29260 + NADPH
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Abb. 17 Festlegung der Emissionsdifferenzmaxima
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m At2g29360:
y=466x+12225 R?=0,999 Fpa=13480+211 Ky=2,86+0,19uM

Abb. 18 Auswertung Fluoreszenztitration

Fmax, maximale Fluoreszenzintensitat; Ky, Bindungskonstante

3.2.2.2 Isotherme Titrationskalorimetrie
Bei der ITC-Messung wurde zuerst das Cosubstrat NADPH (500 uM) gegen die

Proteinlésung von -61NAt2929260 (46 uM) titriert und anschlieBend die Titration von NADPH
(500 uM) gegen ITC-Puffer vom Ergebnis subtrahiert. Durch Integration des resultierenden
Thermogramms wurde eine Bindungskonstante von 4,54 uM ermittelt, die mit dem Ergebnis
der Fluoreszenztitration gut Ubereinstimmt (Kq = 3,64 uM). Auch wenn -61NAt29g29260 keine
enzymatische Aktivitat zeigte, war das Protein grundsatzlich in der Lage das angebotene
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Cosubstrat NADPH mit hoher Affinitdt zu binden. Die Bindungsreaktion verlief exotherm

(Abb. 19).
Zeit [min]
0 20 40 60 80 100 120
0.0 ' ST A ' Thermogramm:
== | ' T | Die Signale im Thermogramm der
i | I Puffertitration wurden von den
| | 1 Signalen im Thermogramm der
& 1 Proteintitration abgezogen. In der
= g 1 1 oberen  Abbildung ist  das
L resultierende Differenzthermogramm
> ‘ 1 dargestellt.
0.8 ] -
_ID T T T T T
: : ' : ' Integration des  Thermogramms
01 gu""smm - (Origin 7.0) Modell: ,One Sites"
T o L
||
L iy AH =-6,5 % 0,2 kcal/mol NADPH
| |
= 4 1 N =0,58+0,01 (Ligand:Protein)
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g S 4 Ky=4,54+0,05puM
I & AS = 2,40 cal/(mol K)
—6 T T T T T T
0.0 05 10 15 20 25

molares Verhéltnis N

Abb. 19 ITC-Auswertung: Bindung von NADPH an -61NAt2g29260

3.3

3.3.1

Aktivitatsbestimmung

Bestimmung der pH-Optima

Die pH-Optima wurden fir die Reduktion von 3-Methylcyclohexanon und fir die Oxidation

von 3-Methylcyclohexanol bestimmt, da diese Substrate von allen untersuchten TRL

Enzymen akzeptiert wurden. Fir At2g29330 wurde das Cosubstrat NAD(H) verwendet, fur

alle anderen untersuchten TRL Enzyme wurde NADP(H) eingesetzt.

Mit dem ungeladenen Substrat 3-Methylcyclohexanon wiesen die Enzyme bei der Reduktion

ein breites Optimum im sauren pH-Bereich zwischen 4,5 und 6,5 auf (Abb. 20). Unterhalb

von pH 4,5 war ein deutlicher chemischer Abbau des Cosubstrats NADPH messbar. Auf

Grund dieser Cosubstratinstabilitait wurde pH 4,5 als untere Begrenzung der Messung

festgelegt.
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Reduktion von 3-Methylcyclohexanon
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Enzym pH-Optimum Reduktion Messpuffer [100 mM]*
At5906060 pH 5,5-6,0 Kaliumphosphat pH 6,0
-61NAt29g29260Q220Y pH 4,5-5,5 Citrat-Phosphat pH 5,0
At2g29350 pH 4,5-5,0 Citrat-Phosphat pH 5,0
CoTR pH 4,5-5,0 Citrat-Phosphat pH 5,0
At2929360 pH 5,5-6,5 Kaliumphosphat pH 6,0
CrTRL26 pH 6,0-7,0 Kaliumphosphat pH 6,0

At2g29150 (nicht gezeigt)
At2g29330 (nicht gezeigt)

pH 4,5-5,5 (Plohmann, 2010)
pH 4,5-5,0 (Coppi, 2012)

Citrat-Phosphat pH 5,0
Citrat-Phosphat pH 5,0

Abb. 20 pH-Optima der Reduktion

*Puffer fir Substratakzeptanz- und Enzymkinetikmessungen

Im schwach basischen Bereich ab pH 7,5 nahm die Reduktaseaktivitat deutlich ab. Fir jedes

der Enzyme wurde ein Messpuffer ausgewahlt, der fir alle weiteren Substratakzeptanz- und

Enzymkinetikmessungen verwendet wurde (Messpuffer). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit

und Vergleichbarkeit wurde fir die Reduktion entweder mit Kaliumphosphat-Puffer pH 6,0
oder Citrat-Phosphat-Puffer pH 5,0 gearbeitet (Zuordnung siehe Abb. 20).
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Oxidation von 3-Methylcyclohexanol
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>
2 | Glycin-NaOH-Puffer:
pH 9,0-10,0
0 : : : : : : :
6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0
pH-Wert
Enzym pH-Optimum Oxidation Messpuffer [100 mM]*
At5g06060 pH 6,4-9,0 Tris-HCI pH 8,0
-61NAt2929260Q220Y pH 8,0-8,5 Tris-HCI pH 8,0
At2g29350 pH 7,5-8,0 Tris-HCI pH 8,0
CoTR pH 9,5-10,0 Glycin-NaOH pH 9,5
At2g29360 pH 8,0-9,5 Glycin-NaOH pH 9,5
CrTRL26 pH 9,5-10,0 Glycin-NaOH pH 9,5
At2g29150 (nicht gezeigt) pH 8,5-9,0 (Plohmann, 2010) Glycin-NaOH pH 9,5
At2g29330 (nicht gezeigt) pH 9,5-10,0 (Coppi, 2012) Glycin-NaOH pH 9,5

Abb. 21 pH-Optima der Oxidation

*Puffer fir Substratakzeptanz- und Enzymkinetikmessungen

Mit zunehmendem pH-Wert stieg die Oxidationsaktivitdt der TRL Enzyme an (Abb. 21). Die
pH-Profile waren fir die Oxidation von 3-Methylcyclohexanol deutlich flacher als fir die
Reduktion des Ketons, auch die spezifische Aktivitdt war geringer. Das pH-Optimum flr die
Oxidation von 3-Methylcyclohexanol lag etwa zwischen pH 8-10. Auch hier wurde fir jedes
Enzym mit einem von zwei ausgewéahlten Messpuffern (Tris-HCI pH 8,0 oder Glycin-NaOH
pH 9,5) fur alle folgenden Messungen gearbeitet (Zuordnung siehe Abb. 21).

3.3.2 Cosubstratakzeptanz und -praferenz
Die Akzeptanz des Cosubstrats NADH und dessen phosphorylierter Variante NADPH wurde

fir die TRLs und die CoTR in einem Vorversuch am Zweistrahlfotometer untersucht
(2.4.1.2). Es zeigte sich, dass alle untersuchten TRLs mit Ausnahme von At2g29330,
ausschlieBlich NADPH als Cosubstrat fiir die Carbonylreduktion akzeptierten. CoTR und
At2g29330 katalysierten die Reduktion von 3-Methylcyclohexanon auch mit dem Cosubstrat
NADH. Fir alle Enzyme wurden mit den entsprechenden Cosubstraten die Reduktion von
3-Methylcyclohexanon (Tab. 41, Abb. A2 im Anhang) und die Oxidation von
3-Methylcyclohexanol (Tab. 42, Abb. A2 im Anhang) kinetisch untersucht.
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Tab. 41 Kinetische Parameter der Reduktion mit Cosubstrat NAD(P)H
NADPH NADH

Enzym n

K [1M] Vmax [Nkat/mg] Kin [1M] Vmax [Nkat/mg]
At5g06060* 8 65,1 +2,8 134,7+2,0 keine Aktivitat
-61NAt2929260Q220Y* | 4 152+24 112,2+ 3,2 keine Aktivitat
At29g29350 8 30,1+2,6 349+0,7 keine Aktivitat
CoTR 4 78,3+7,9 33,0+x1,0 |666,5+20,0 382,3+7,0
At2g29360 8 41,743 8,1+0,2 keine Aktivitat
CrTRL26 8 53,0 +4,2 51+0,1 keine Aktivitat
At2g29150 4 7,1+14 11,6 £ 0,1 keine Aktivitat
At2g29330 4 | 297,2 +45,0° 24,4 +1,5% 59,3 +7,4% 11,6 +0,4°

*fixes Substrat: 15 mM 3-Methylcyclohexanon; #(Coppi, 2012); n, Anzahl der Einzelbestimmungen

Tab. 42 Kinetische Parameter der Oxidation mit Cosubstrat NAD(P)

NADP NAD

Enzym

Km [pM] Vimax [Nkat/mg] K [pM] Vimax [Nkat/mg]
At5g06060* 7.8+1,1 47+0,1 keine Aktivitat
_61NAt2g29260Q220Y* 50,2 + 2,7 18,9+ 0,2 keine Aktivitat
At2g29350 37,8+2,3 9,3+0,1 keine Aktivitat
CoTR 27,9+1,8 54+01 |963,5+41,7 14,803
At2g29360 44.4+2,0 9,5+ 0,1 keine Aktivitat
CITRL26 (Hill-Kinetik) | = "23%2’6 124 14,2+ 0,4 keine Aktivitat
At2g29150 4.8+ 0,4 0,7 0,01 keine Aktivitat
At2g29330 keine Aktivitat® 150+11°  1,2+0,01°

*fixes Substrat: 15 mM 3-Methylcyclohexanol; h, Hill-Koeffzient; *(Coppi, 2012); n = 4

Die Enzyme zeigten ein Substratsattigungsverhalten nach Michaelis und Menten (Michaelis
and Menten, 1913), das mit den Parametern Affinitat (K;,) und maximale spezifische Aktivitat
(Vmax) beschrieben wird. Fir CrTRL26 ergab sich bei der Oxidation des Alkohols unter
Verbrauch von NADP ein abweichendes Bild (Abb. A2, Tab. 42). Die Auswertung wurde mit
der Kinetik nach Hill vorgenommen (Hill, 1910), da der zeitliche Verlauf der Katalyse mit
CrTRL26 auf eine positive Kooperativitdt zwischen mindestens zwei Untereinheiten
hindeutete. In diesem Fall wird die Affinitat durch die Konstante K’ (# K,) quantifiziert. Der
berechnete Hill-Koeffizient (h) verweist auf die minimale Anzahl der beteiligten
substratspezifischen Bindungsstellen.

Die Enzyme des alten Clusters A (At5g06060, -61NAt2g29260Q220Y, Abb. 7) und des
modernen Clusters B (CoTR, At2g29360, CrTRL26, At2g29350, At2g29150, Abb. 7) zeigten
unterschiedliche spezifische Aktivitdten bei durchweg hohen Affinitdten zu den Cosubstraten

NADPH und NADP. Das Enzym CoTR reduzierte 3-Methylcyclohexanon jeweils in
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Gegenwart beider Cosubstrate. Bei der Reduktion des Ketons wurde eine achtfach héhere
Affinitdt von CoTR zum praferierten NADPH (Tab. 41) und bei der Oxidation des Alkohols
eine 34-fach héhere Affinitdt zu NADP (Tab. 42) gemessen. Die maximale spezifische
Aktivitat war allerdings mit NADH zwdélffach héher und mit NAD dreifach héher als mit den
phosphorylierten Formen.

At2g29330 als Vertreter des modernen Clusters C (Abb. 7) wies mit einer flinffach héheren
Affinitdt zu NADH eine deutliche Préferenz auf. Die maximale spezifische Aktivitat war mit
NADPH etwa doppelt so hoch wie mit NADH. Das Enzym zeigte nur eine geringe
Oxidationsaktivitat unter Umsatz des Cosubstrats NAD. Mit NADP konnte hingegen keine
Aktivitdt oberhalb der Nachweisgrenze detektiert werden. Aus den Ergebnissen der
Cosubstrat-Kinetiken fur die Carbonylreduktion und die Alkoholoxidation ergab sich fir alle
TRL Enzyme auBer At2g29330 eine deutliche Préaferenz fir NADPH und NADP, ausgedruckt
durch den Parameter Affinitat. Nur At2g29330 katalysierte Oxidoreduktionen bevorzugt mit
den Cosubstraten NAD und NADH. Fur alle folgenden enzymkinetischen Messungen wurden
die jeweils préaferierten Cosubstrate eingesetzt.

3.3.3 Reduktion von Tropinon und Analoga
Die Reduktion von Tropinon und Nortropinon zu den entsprechenden Alkoholen wurde in

Anwesenheit von NADPH nur durch die CoTR katalysiert (Brock et al., 2008). Auch das
Schwefel-Analogon Thiabicyclooctanon (TBON) wurde ausschlieBlich von CoTR reduziert.
Keine der in dieser Arbeit untersuchten TRLs katalysierte diese Reduktionen. Im Gegensatz
dazu waren fir einige TRLs geringe Aktivitaten flr die Reduktion von Chinuclidin-3-on,
N-Propylpiperidin-4-on und N-Methylpiperidin-4-on messbar (pH 6,4, Zweistrahlfotometer).
Neben CoTR waren die TRLs At2g29360 und At2g29330 in der Lage N-Propylpiperidin-4-on
zu reduzieren. At2g29330 katalysierte auch die Reduktion von N-Methylpiperidin-4-on, fr
eine valide kinetische Charakterisierung reichten die geringen spezifischen Aktivitaten jedoch
nicht aus. Die Reduktion von Chinuclidin-3-on wurde neben CoTR auch von den TRLs
At5g06060, -61NAt2g29260Q220Y, At2g29360 und At2g29330 katalysiert. Die Affinitat der
TRLs zu diesem Substrat war allerdings gering (Abb. 22). Bei der kinetischen
Charakterisierung wurde der Bereich der Substratsattigung bis zu einer Konzentration von
30 mM nicht erreicht. Im sauren Milieu (pH 5,0-6,0) liegt Chinuclidin-3-on vorwiegend
protoniert vor. FiUr die Bindung in das eher hydrophobe aktive Zentrum der TRLs ist
vermutlich der Anteil des deprotonierten Substrats entscheidend.

Die Oxidation der Alkohole Tropin und Pseudotropin zum Keton Tropinon bei pH 9,0 wurde
in Anwesenheit von NADP nur durch die CoTR katalysiert (Brock, 2008). Stickstoff- und
schwefelhaltige Tropinonanaloga (Tab. 43) stellen somit keine geeigneten Substrate fiir die
TRLs dar.
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Tab. 43 Tropinon und Analoga

\ i\ \
N N N N
) & ) & 2 \ 2 Q/OH
0 0 OH
Tropinon Nortropinon Tropin (30a) Pseudotropin (383)
pK, 8,93 + 0,20 pK, 9,15 + 0,20 pK, 10,80 + 0,40 pK, 10,80 + 0,40
S

O N T Y

Thiabicyclooctanon Chinuclidin-3-on N-Methylpiperidin-4- | N-Propylpiperidin-4-
(TBON) pK, 6,73 + 0,20 on pK,8,02+0,20 | on pK,8,10+ 0,20
pK,-Werte berechnet mit ACD/Labs Software V11.02 verdffentlicht in Chemical Abstracts.
Grau unterlegt: keine Reduktion durch TRL Enzyme.

O

20 1 o At5g06060 pH 6,0
¢ -61NAt2g29260 pH 5,0
15 | o At2g29360 pH 6,0
g
2 10 A At2g29330 zeigte eine zu geringe
= Aktivitat  far  die  kinetische
N Charakterisierung.
5 4
CoTR pH 6,4 (Brock et al., 2008)
0 - : ' ' ' ' ' ' Vimax = 2,7 20,1 nkat/mg
0 5 10 15 20 25 30 35 Kn =2636 + 338 uM
[Chinuclidin-3-on] (mM)

Abb. 22 Substratsattigungskurven fiir die Reduktion von Chinuclidin-3-on

Aus Grinden der besseren Versténdlichkeit sind alle folgenden Ergebnisse zur
Substratakzeptanz der TRLs aufsteigend nach struktureller Komplexizitdt und
Molekulargewicht der Substrate geordnet. Die Ergebnisprasentation ist fiir die einzelnen
Verbindungen einheitlich aufgebaut. Zuerst wird das Substrat mit den entstehenden
Produkten und der Reaktionsrichtung (Pfeil) als Formelbild dargestellt. Wenn die Konstitution
des Substrats und/oder der Produkte bekannt war, wurde auch die Stereochemie mit
angegeben. Die Substrate und Produkte sind, wenn moglich, in der Reihenfolge ihrer
Retentionszeiten im GC- oder HPLC-Chromatogramm gezeigt. Unter dem Formelbild sind
die Ergebnisse der qualitativen Produktanalyse mit GC-MS oder HPLC-DAD-Analytik
grafisch dargestellt (absolute Produkt-Peakflachen). Entstanden zwei diastereomere
Alkohole aus einem prochiralen Keton ist dies durch additive Zusammensetzung des
Produktbalkens verdeutlicht (1. Produkt hellgrau, 2. Produkt dunkelgrau). Fur alle Enzyme,
die einen quantifizierbaren Umsatz des Substrats mit der fotometrischen Methode zeigten,
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sind die kinetischen Parameter maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vma) und Substrat-
Affinitat (Km) nach Michaelis und Menten (Michaelis and Menten, 1913) und die Anzahl der
Einzelbestimmungen in Tabellenform angegeben. Die zugehdérigen Substratsattigungskurven
sind aus Platzgrinden im Anhang zu finden (ab Abb. A3). Auf abweichendes Verhalten bei
der Enzymkatalyse, wie z.B. unkompetetive Substratinhibition und Hill-Kinetik wird
hingewiesen. Alle kinetischen Daten wurden mit SigmaPlot 10 unter Verwendung des
dazugehérigen Enzymkinetik-Moduls 1.3 analysiert. Die Enzyme sind einheitlich mit
Nummern beziffert (Produktanalyse) und farblich gekennzeichnet (Substratsattigungskurven,
siehe Anhang). Das Protein -61NAt29g29260 (Nr. 2) wurde nicht mit allen Substraten auf
katalytischen Umsatz untersucht, bei diesen fehlt die Nr. 2 in der grafischen Darstellung des
Produktnachweises.

3.3.4 Reduktion kleiner lipohiler Carbonyle
Da Tropinon und stickstoffhaltige Analoga als Substrate fir die TRLs nicht geeignet und die

aktiven Zentren mit vielen hydrophoben Aminosauren ausgekleidet waren, wurden kleine
lipophile Carbonylverbindungen als Substrate getestet. Aliphatische Carbonyle mit
5 Kohlenstoffatomen in der Kette wie Pentanal und 2,4-Dimethylpentan-3-on und
aliphatische Monoterpene wie Citronellal, Citral (Gemisch aus Neral und Geranial) und Nerol
bildeten die strukturell einfachsten Testverbindungen. Auch Aceton, Acetaldehyd und
Butanon wurden zum Teil in Vorversuchen als Substrate getestet. Die Substanzen waren
wegen ihrer hohen Flichtigkeit nicht geeignet fir weiterfihrende kinetische Untersuchungen.
Darliber hinaus erschienen sie auf Grund ihres geringen Molekulargewichtes als wenig
interessant fiir die Substratakzeptanzversuche mit TRL Enzymen.

Pentanal wurde von At2g29350, CoTR und At2g29330 quantifizierbar reduziert (Tab. 44).
Fir CoTR und At29g29330 war eine Hemmung der Reaktion, vermutlich durch Bildung
inaktiver Substrat- oder Produkt-Komplexe, messbar (Auswertung mit Gleichung fir
unkompetetive Substratinhibition). Der parallele Ablauf einer signifikanten Rulckreaktion
konnte ausgeschlossen werden, da CoTR weder bei pH 5,0 noch bei pH 9,5 Pentanol in
Anwesenheit von NADP oxidierte. Die Enzyme des alten Clusters A (At5g06060 und
-61NAt2g29260Q220Y, Abb. 7) sowie CrTRL26 akzeptierten Pentanal nicht als Substrat
(Abb. 23, oben).
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Reduktion von Pentanal
S0

Pentanal (Valeraldehyd)

v

Peakflache x 10° (TIC)

0 2 4 6 8

10 12 14 16 18

Pentanol

20

B Pentanol

Reduktion von 2,4-Dimethylpentan-3-on

2,4-Dimethylpentan-3-on

v

Produktanalyse (GC-MS):

1 At5g06060

3 -61NAt2g29260Q220Y
4 CoTR

5 At2g29360

6 CrTRL26

7 At2g29350

8 At2g29150

9 At2g29330

2,4-Dimethylpentan-3-ol

Peakflache x 10° (TIC)
0 2 4 6 8

10 12 14 16 18

20

—

© 00 N o o A W

B 2,4-Dimethylpentan-3-ol

Produktanalyse (GC-MS):

1 At5g06060

3 -61NAt2929260Q220Y
4 CoTR

5 At2g29360

6 CrTRL26

7 At2g29350

8 At2g29150

9 At2g29330

Abb. 23 Reduktion von Pentanal und 2,4-Dimethylpentan-3-on

CoTR und alle TRLs bildeten 2,4-Dimethylpentan-3-ol aus 2,4-Dimethylpentan-3-on (Abb.
23, unten). Jedoch katalysierte nur die CoTR die Reduktion von 4-Dimethylpentan-3-on mit

hoher Reaktionsgeschwindigkeit, guter Affinitdt und wiederum messbarer Substrat- oder
Produkthemmung (Tab. 44, Abb. A3). At2g29330 zeigte eine geringe Affinitdt und
spezifische Aktivitat zu diesem Substrat.
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Tab. 44 Kinetische Parameter der Reduktion von Pentanal und Dimethylpentanon

Pentanal 2,4-Dimethylpentan-3-on
Enzym
Km [uM] Vmax [nkat/mg] Km [UM] Vmax [nkat/mg]

At2g29350 612,0 + 58,8 21,1+1,0 +

76,9 +9,1* 18,7 £ 0,8*
CoTR 74,1%° 5,0°P

Ki* = 8315 £ 2157 uM
64,6 + 21,0* 3,0+0,6*
At2929330 389,7 + 67,8 0,7 +0,04
Ki* = 145,9 £ 43,7 pM

*Berechnung mit Gleichung fir unkompetetive Substratinhibition. Erlauterungen im Text.;

#PWert aus Substratsattigungskurve entnommen: auf Grund starker Substrat- oder Produkthemmung
war eine Berechnung dieser Werte nicht méglich;

+ Produktbildung mit GC-MS bestatigt, aber kinetische Charakterisierung nicht méglich. n = 4

Der langerkettige und verzweigte Aldehyd Citronellal wurde von CoTR, At2g29350,
At2g29330, At2g29150 und At2g29360 mit &hnlichen Affinitdten und unterschiedlichen
Geschwindigkeiten reduziert (Tab. 45, Abb. 24). Wahrend der Reaktion trat fir At2g29360
und CoTR erneut eine deutliche Inhibition auf (Abb. A3). Die Ki-Werte fir CoTR mit den
Aldehyden Pentanal und Citronellal liegen in derselben GréBenordnung (unterer uM-Bereich)
und lassen einen ahnlichen Inhibitionsmechanismus vermuten.

Da Citral ein Substratgemisch zweier Aldehyde mit unbekannter prozentualer
Zusammensetzung ist, war es flr die enzymkinetische Charakterisierung ungeeignet. Die
qualitative Produktanalyse mit GC-MS zeigte, dass von den untersuchten TRL Enzymen nur
At2g29350, At29g29150 und At29g29330 sowie CoTR die Reduktion von mindestens einem
der zwei Aldehyde katalysierten (Abb. 24, Mitte). Im Gegenzug katalysierten die gleichen vier
Enzyme die Oxidation des Alkohols Nerol zum Aldehyd (Abb. 24, unten). Bis auf At2g29330
wiesen sie hohe Substrataffinitaten bei insgesamt geringen Reaktionsgeschwindigkeiten auf
(Tab. 45).

Tab. 45 Kinetische Parameter fiir Umsatz von Citronellal und Nerol

Reduktion Citronellal Oxidation Nerol
Enzym

Km [HM] Vmax [nkat/mg] Km [HM] Vmax [nkat/mg]
At2g29350 264,1 + 18,1 15,6 + 0,4 98,1 +4,7 2,6 £0,04
CoTR 71,4%P 5,13® 26,0+1,0 1,9+ 0,02

86,2 + 29,3* 8,0+1,5* , -

At2g29360 keine Aktivitat

K* = 532,3 + 197,8 uM
At29g29150 745 +87 18,7 + 0,6 67,4 +3,8 0,4 +6-10°
At2g29330 108,7 + 11,5 4,4 +0,1 464,1 + 29,2 0,6 £0,02

*Berechnung mit Gleichung fir unkompetetive Substratinhibition. Erlauterungen im Text.;
#PWert aus Substratsattigungskurve entnommen: auf Grund starker Substrat- oder Produkthemmung
war eine Berechnung dieser Werte nicht méglich; n = 4
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Reduktion von Citronellal

OH
)\/\/u

Citronellal Citronellol
Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

%E;
—O

1 1 At5g06060
3 3 -61NAt2g29260Q220Y
4 | Citronellol 4 CoTR

5 5 At2g29360

6 6 CrTRL26
7

8

7 At2g29350
8 At2g29150
9 9 At2g29330

Reduktion von Citral (Mischung aus Neral und Geranial)

N

N 0 N OH
o > OH
| | | |
(2) Neral und (E) Geranial (Z) Nerol (E) Geraniol
Peakfliche x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 4 CoTR

4 & Nerol 7 At2g29350
7 O Geraniol 8 At29291 50
8 9 At2g29330
kein Produkt nachweisbar fir:
9 1,3,5,6

Oxidation von Nerol

N N

N
| O | OH

(Z) Neral (Z) Nerol
Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):

3 4 5 6 7 8 9 10 4 CoTR

‘ - - 7 At2g29350
H Neral 8 At2g29150

9 At2g29330

r O
—_
N

4
7
8
9

1,3,5,6

kein Produkt nachweisbar fir:

Abb. 24 Umsatz von Citronellal, Citral und Nerol
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Auch aromatische Carbonyle wie Benzaldehyd und p-Anisaldehyd wurden als mégliche
Substrate fir die TRLs getestet. At2g29350 bildete als einzige TRL aus beiden Aldehyden
den entsprechenden Alkohol (Abb. 25, Abb. 26). Daneben katalysierte CoTR zwar die
Reduktion von Benzaldehyd, nicht aber die des p-Anisaldehyds. Alle anderen TRL Enzyme
wurden ebenfalls mit beiden Verbindungen (Konzentration 1 mM) inkubiert, ein Produkt liel3
sich jedoch in keinem Fall nachweisen. Entweder wurden die Enzyme durch die
aromatischen Aldehyde vollstandig gehemmt/inaktiviert oder die Verbindungen lagen nicht in
reaktionsfahiger Position im aktiven Zentrum vor. Unterhalb einer Konzentration von 0,2 mM
Benzaldehyd wiesen CoTR und At2g29350 hohe Reaktionsgeschwindigkeiten auf. Bei
héheren Konzentrationen hemmte das Substrat oder das Produkt die Reaktion (Abb. 25,
Abb. 26). Eine Auswertung der gemessenen Daten mit SigmaPlot 10 war nicht mdglich.
Insgesamt lasst sich feststellen, dass aromatische Aldehyde nicht als Substrate fir die TRLs

geeignet sind.

Reduktion von Benzaldehyd

v

©Ao

Benzaldehyd

Peakflache x 10° (TIC)

©AOH

Benzylakohol

Produktanalyse (GC-MS):

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

‘ 4 CoTR
4
B Benzylalkohol 7 At2g29350
! kein Produkt nachweisbar fr:
1,3,5,6,8,9
60 . .
Grafische Darstellung mit Excel:
50 -
4 At2g29350 (n= 4)
5 4] ¢ CoTR (n = 4)
g 30 A
(3]
X
5 20 4
>
10 -
O T T T T T T T T 1

0o 02 04 06 08 1 1,2 1,4 1,6
[Benzaldehyd] (mM)

Abb. 25 Reduktion von Benzaldehyd
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Reduktion von p-Anisaldehyd

e OH
o—<: :H o—<: :H
/ /

v

p-Anisaldehyd p-Methoxybenzylalkohol
Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
7 At2g29350
B p-Methoxybenzylalkohol _ _
kein Produkt nachweisbar fur:
7 1,3,4,5,6,8,9
30 | Auswertung mit Gleichung far

unkompetetive Substratinhibition:

. ¢ At2g29350 (n = 4)

= Vimax = 44,0+ 3,9 nkat/mg

x Kn =1445+27,9 uM

> ‘0 Ki = 2378 +554 uM

0

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
[p-Anisaldehyd] (mM)

Abb. 26 Reduktion von p-Anisaldehyd

Die Idee zur Untersuchung von Indol-3-carbaldehyd und seines zugehérigen Alkohols (Abb.
27) als Substrate fur die TRLs stammte von Priv.-Doz. Dr. Erich Glawischnig (Lehrstuhl far
Genetik, TU Minchen). Diese Verbindungen sind als Produkte des InsektenfraB-induzierten
Indol-3-ylmethylglucosinolat-Abbaus bei A. thaliana bekannt (Kim et al., 2008).

Alle TRLs wurden jeweils mit Indol-3-carbaldehyd, Indol-3-carbinol und zuséatzlich auch mit
Indol-3-ethanol inkubiert (2.4.2.2). Indol-3-ethanol wurde von keinem der Enzyme oxidiert.
CoTR, At2g29350 und auch At2g29150 bildeten das Indol-3-carbinol aus dem Aldehyd (Abb.
27, oben). Die beiden Erstgenannten katalysierten auch die Rickreaktion, dabei zeigten sie
ahnlich geringe Affinitaten und Reaktionsgeschwindigkeiten fiir das Substrat Indol-3-carbinol
(Abb. 27, unten). Im Gegensatz zu Tropinon sind Indol-3-carbaldehyd (pK, 15,90 + 0,01
(Bagno et al., 1990)) und Indol-3-carbinol (pK, 16,50 + 0,04 (Yagil, 1967)) nur sehr schwach
basische Verbindungen und liegen unter den Reaktionsbedingungen vorwiegend

unprotoniert vor.
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Oxidoreduktion von Indol-3-carbaldehyd und Indol-3-carbinol
_0 OH

A\
N
H

Y4
v

A

Indol-3-carbaldehyd Indol-3-carbinol

Peakflache x 10° (TIC) Reduktion des Aldehyds
0 1 5 3 4 5 6 7 8 9 10 Produktanalyse (GC-MS):

| | | | | | 4 COTR
7 At2g29350

7 | Indol-3-carbinol 8 At2g29150

8 kein Produkt nachweisbar fur:
1,3,5,6,9

¢ At2g29350 (n = 4)
0,8 1 Vimax = 1,6 £ 0,07 nkat/mg
Kn =2008 + 159 uM

Die Absorptionséanderung durch
0,4 - Abnahme des Substrats wurde
beachtet.

v (nkat/mg)

0.2 1 Indol-3-carbaldehyd (340 nm):

A =0,1934 - c [mM]
R2 = 0,9977

0,0

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
[Indol-3-carbaldehyd] (mM)

""""""""""""""""" s . . 6,~  Oxidation des Alkohols |
Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):
0,0 o1 0,2 03 04 05 06 07 08 09 1,0

‘ 4 CoTR

4 B Indol-3-carbaldehyd 7 At2g29350

7 kein Produkt nachweisbar fir:
1,3,5,6,8,9

0,5

0.4 . ¢ At2g29350 (n = 4)
’ * Viax= 0,4+ 6:10° nkat/mg
03 v Kn =2539+159 pM
. ¢ CoTR (n=4)
Vmax= 0,2+ 5-10° nkat/mg
Kn =211,1+19,8 uM

0,2 -

v (nkat/mg)

0,1 1

Die Absorptionséanderung durch
, , , , , , Zunahme des Produkis wurde
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 beachtet.

[Indol-3-carbinol] (mM)

0,0

Abb. 27 Oxidoreduktion von Indol-3-carbaldehyd und Indol-3-carbinol
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Nur At2929350 reduzierte Indol-3-carbaldehyd quantifizierbar, wobei die Affinitat zum
Aldehyd ca. viermal geringer war als zum Alkohol (Abb. 27, oben). Der in vitro Umsatz der
Indolverbindungen durch At2g29350 und CoTR wurde eindeutig nachgewiesen. Inwieweit
diese Reaktion auch in vivo in der Pflanze ablauft und ob sie dort auch von SDRs katalysiert
wird, bleibt allerdings offen.

3.3.5 Reduktion zyklischer Terpene und Analoga
Sowohl 3- und 4-Methylcyclohexanon als auch deren Alkohole wurden als Substrate fur die

TRL Enzyme untersucht (Abb. 28), weil sie bereits als Substrate flr Tropinonreduktasen
bekannt waren (Brock et al., 2008; Hashimoto et al., 1992; Portsteffen et al., 1994).
Strukturell weisen die Verbindungen Ahnlichkeiten zu zyklischen Monoterpenen auf,
andererseits werden sie auch als Kohlenstoff-Analoga des Tropinons klassifiziert (Portsteffen
et al., 1994).

Oxidoreduktion von 3- Methylcyclohexanon/ol

3-Methylcyclohexanon (15,3R) (1R,3R) (15,39) (1R,3S)
(3-MC, Racemat) 3- Methylcyclohexanole (3- MCOH mogllche Produkte)

Oxidoreduktion von 4- Methylcyclohexanon/ol

4-Methylcyclohexanon 4-Methylcyclohexanol (4-MCOH)
(4-MC, nicht prochiral)

Abb. 28 Oxidoreduktion von Methylcyclohexanon/ol

Tab. 46 Kinetische Parameter der Reduktion von Methylcyclohexanonen

3-Methylcyclohexanon 4-Methylcyclohexanon
Enzym n Voo
K [UM] Vmax [Nkat/mg] K [UM] [nkat/mg]
At5g06060 8| 8303476 167,9 + 4,1 Keine Substratsattigung!
-61NAt2g29260Q220Y |4 | 15114 +£1148 236,2+ 11,2 Keine Substratsattigung!
At2g29350 8 | 504,9 + 33,7 53,3+0,8 |463,0+41,8 259+0,6
24,1 +3,2** 76,1 £3,1* | 51+1,0"* 1151 +3,2*
CoTR 4 “ #
K** = 6641 + 2086 puM K** = 23672 £ 17559 uM
73,1 +82* 2824+1,0%
At2g29360 4| 2148+29,74 21,3+0,5° "
K** = 15480 + 3460 pM
CrTRL26 4| 787,1+738° 14,4 +0,4* | 535,9+354 9,2+0,2
At2929150 4 | 559,5+46,5 11,3+ 0,3 106,0 + 11,0 2,9+0,1
At2g29330 4| 56,7+6,3° 71+0,1° | 71,5+74° 6,8 +0,1°

*Berechnung mit Glelchung far unkompetehve Substratinhibition; “Messbare Riickreaktion unter den
Reaktionsbedingungen; (Wagner, 2011); °(Coppi, 2012); n, Anzahl der Einzelbestimmungen
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Tab. 47 Kinetische Parameter der Oxidation von Methylcyclohexanolen

Enzym 3-Methylcyclohexanol 4-Methylcyclohexanol

K [1M] Vmax [Nkat/mg] Kmn [1M] Vmax [Nkat/mg]
At5g06060 Keine Substratsattigung! Keine Substratsattigung!
-61NAt2g29260Q220Y Keine Substratsattigung! Keine Substratsattigung!
At2g29350 373,4+18,8 5,4 +0,1 328,8 +214 1,1+£0,02
CoTR 572:26  55+0,05 zgﬁij i’izsg ) :’(;2 :;J "
At2g29360 2465 + 236 8,6 +0,4 527,8 + 35,6 6,5+0,1
CITRL26 (HillKinetik) |~ =593 177 37402 |[Z189=110 25,04
At2929150 31 5:2 +14,2 0,8 £ 0,01 378,’5 + 39,6 0,4 £ 0,01
At2g29330 61,9 +7,6° 1,1+0,02° 63,3+ 7,8 1,0 £ 0,02°

*Berechnung mit Gleichung fiir unkompetetive Substratinhibition; “Messbare Riickreaktion unter den
Reaktionsbedingungen; (Wagner, 2011); b(Coppi, 2012);n=4

Alle untersuchten TRLs katalysierten die Reduktion der Methylcyclohexanone mit insgesamt
héheren Reaktionsgeschwindigkeiten als fur die entsprechende Riickreaktion. Die Vertreter
des alten Clusters A (At5g06060 und -61NAt29g29260Q220Y, Abb. 7) zeigten im Vergleich zu
den anderen Enzymen sehr geringe Affinitdten zu den Methylcyclohexanonen und deren
Alkoholen. Mit Ausnahme von 3-Methylcyclohexanon konnten die kinetischen Parameter K,
und Vna flr diese Enzyme nicht bestimmt werden, da eine Substratsattigung bis in
Konzentrationsbereiche von 10-15 mM nicht erreicht wurde (Tab. 46, Tab. 47, Abb. A4).

Die CrTRL26 aus Capsella rubella katalysierte die Oxidation der Methylcyclohexanole nicht
nach der typischen Michaelis-Menten-Kinetik, sondern zeigte, wie bereits bei der Reduktion
von NADP (Abb. A2, Tab. 42), positive Kooperativitat (Tab. 47, Abb. A4). Die Daten wurden
deshalb mit der Hill-Gleichung ausgewertet (Hill, 1910). Die Hill-Konstante h, ein Maf fiir die
Anzahl der beteiligten substratspezifischen Bindungsstellen, lag bei 1,6 bzw. 1,7 und
korrelierte mit der gefundenen dimeren Quartérstruktur von CrTRL26 (siehe 3.2.1).

Das Enzym CoTR zeigte bei der Oxidation von 4-Methylcyclohexanol ein Verhalten, das am
treffendsten mit der Gleichung flr unkompetetive Substratinhibition ausgewertet werden
konnte. Allerdings lasst sich die vermeintliche Hemmung durch die parallel ablaufende
messbare Rulckreaktion unter den vorliegenden Reaktionsbedingungen erklaren (Abb. 29).
Die gleiche Ursache liegt auch bei der Reduktion der Methylcyclohexanone mit CoTR und
vermutlich auch bei At2g29360 und 4-Methylcyclohexanon vor.
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Quantifizierbare Parallelreaktion bei pH 9,5: CoTR mit 4-MC/4-MCOH

10
Auswertung mit Gleichung far
unkompetetive Substratinhibition:
n=4

A CoTR Reduktion 4-MC
Viax = 10,4 £0,9 nkat/mg
Kn = 443+112uM
Ki =1740+372 uM

v (nkat/mg)

4 CoTR Oxidation 4-MCOH
Vmax = 5,6 £ 0,1 nkat/mg
Kn =292+23 uM

Ki =4939 + 462 uM

[Substrat] (mM)

Abb. 29 Oxidoreduktion von 4-Methylcyclohexanon/ol durch CoTR

Auch der bizyklische Vertreter 2-Decalon wurde als potentielles Substrat getestet (Abb. A6
im Anhang). Die Substanz lag als Gemisch von cis- und trans-2-Decalon in unbekannter
prozentualer Zusammensetzung vor. Die verschiedenen Stereoisomere wurden von den
TRLs und CoTR zu Alkoholen reduziert (Abb. A6). Eine Strukturaufklarung der Produkte
wurde nicht vorgenommen. Von Bedeutung ist die Tatsache, dass auch Ketone mit
Decahydro-Naphthalin-Grundkérper in das aktive Zentrum der TRL Enzyme passen und dort

reduziert werden.

Wegen der groBen Ahnlichkeit zu den artifiziellen Cyclohexanonverbindungen erschienen
natUrlich vorkommende zyklische Monoterpene wie Menthon und Carvon als weitere
geeignete Testsubstrate fur die TRLs. Dartber hinaus war bekannt, dass pflanzliche
Menthonreduktasen z. B. aus Mentha x piperita ebenfalls zur Familie der klassischen SDRs
gehdren (SDR114C) (Davis et al., 2005).

Ausgehend von (-)-Menthon wurden verfligbare Monoterpenketone und -alkohole, sowie das
Sesquiterpen (+)-Nootkaton fir die Analyse mit den TRL Enzymen ausgewahlt. Mit
Ausnahme des Verbenons kommt keines der verwendeten Terpene im volatilen Profil von
Arabidopsis thaliana vor (Rohloff and Bones, 2005). Im Fokus stand die Untersuchung der
oxidoreduktiven Katalyse von strukturell méglichst unterschiedlichen Terpenen durch die
TRLs. Ausgewahlt wurden:

= planare Mono- und Bizyklen, sowie Bizyklen mit Briickenkopfatom
= gesattigte und ungesattigte Carbonyle (C=C im Ring oder Ringsubstituent, Aromaten)
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Oxidoreduktion von (-)-Menthon und (+)-Neomenthol/(-)-Menthol
"OH <" OH

-0 :

(25,5R) (1S5,25,5R) (1R,2S,5R)
(-)-Menthon (+)-Neomenthol (-)-Menthol

A

Peakflache x 10° (TIC)
0 50 100 150 200 o50 Reduktion von (-)-Menthon

Produktanalyse (GC-MS):

1 1 At5g06060

2 -61NAt2g29260

B (+)-Neomenthol 3 -61NAt2g29260Q220Y

O (-)-Menthol 4 CoTR

5 At2g29360

6 CrTRL26

7 At2g29350

8 At2g29150 (Plohmann, 2010)
9 At2g29330 (Coppi, 2012)

© 0O N O a ~» DN

Peakflache x 10° (TIC Oxidation von
0o 1 2 3 4 5X 6( 7) 8 9 10 (+)-Neomenthol/(-)-Menthol

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Produktanalyse (GC-MS):
H (-)-Menthon aus (+)-Neomenthol 1 At5g06060
O (-)-Menthon aus (-)-Menthol 2 -61NAI2g29260

3 -61NAt2g29260Q220Y

4 CoTR

5 At2g29360

6 CrTRL26

' 7 At2g29350

8 At2g29150

9 At2g29330

—

© 0O N o aa s~ DN

Abb. 30 Oxidoreduktion von (-)-Menthon und (+)-Neomenthol/(-)-Menthol

CoTR und die untersuchten TRLs reduzierten (-)-Menthon meist stereospezifisch zum

(+)-Neomenthol, nur fir CoTR und At2g29350 waren beide diastereomeren Produkte

nachweisbar. Eine quantifizierbare katalytische Aktivitat fir die Reduktion wurde mit den
Enzymen CoTR, At2g29350 und At2g29150 erreicht (Tab. 48). Diese katalysierten auch
quantifizierbar die Oxidation der wahrend der Reduktion von (-)-Menthon bevorzugt

gebildeten Alkohole mit guter Substrataffinitat (Tab. 48).



3 Ergebnisse 73

Reduktion von (-)-a-Thujon

(1S,4R5R) (1S,3R4R,5R) (15,35,4R,5R)
_GoThujon o ___()Neothujol ()-Thujol ]
Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):
0 20 40 60 80 100 120 140 160
‘ 4 CoTR
4 ] 5 At2g29360
] E (-)-Neothujol
2
5 7:I 3 (-)-Thuiol 6 CrTRL26
6 [ 7 At2g29350
7 8 At2g29150 (Plohmann, 2010)
i kein Produkt nachweisbar fir:
8 ! 1,2,3,9
Reduktion von (-)-Carvon
o} OH .OH
(5R) (1S5,5R) (1R,5R)
)xCarvon (-)-trans-Carveol (-)-cis-Carveol |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 1 At59g06060
e — 3 -61NAt2929260Q220Y
3 B trans-(-)-Carveol 4 CoTR
4 O cis-(-)-Carveol 5 At2g29360
5 7 At2g29350
7 8 At2g29150
8 kein Produkt nachweisbar fir:
2,6,9

Abb. 31 Reduktion von (-)-a-Thujon und (-)-Carvon

Die Reduktion des bizyklischen (-)-a-Thujons wurde von den TRLs des alten Clusters A
(Abb. 7) und von At2g29330 nicht katalysiert (Abb. 31, oben). Alle untersuchten Enzyme des
modernen Clusters B (Abb. 7), einschlieBlich CoTR zeigten durch nachweisbare
Produktbildung katalytische Aktivitdt. Die hdchste Substrataffinitdt und Reaktions-
geschwindigkeit wurde flr CoTR gemessen (Tab. 48). Die Alkohole (-)-Thujol und
(-)-Neothujol waren nicht kommerziell als Reinsubstanzen erhaltlich. Die Struktur des
Produkts der enzymatischen Reduktion von (-)-a-Thujon mit CoTR wurde deshalb mit
3C-NMR und 'H-NMR aufgeklart (Methode 2.4.2.3, Tab. A4 im Anhang). Das Produkt
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konnte zweifelsfrei als (-)-Thujol identifiziert werden. In den GC-Chromatogrammen der
Reaktion mit At2g29360, CrTRL26 und At2g29150 wurde das gleiche Reduktionsprodukt
detektiert wie mit CoTR. Nur im Reaktionsansatz mit At2g29350 wurden beide
Diastereomere, (-)-Neothujol und (-)-Thujol, gefunden.

Das zweifach ungesattigte (-)-Carvon wurde mit Ausnahme von CrTRL26 und At2g29330
von allen untersuchten Enzymen zu (-)-trans-Carveol reduziert. Im GC-Chromatogramm von
At2929350 wurde als zweites Produkt auch das (-)-cis-Carveol detektiert (Abb. 31, unten).
Wiederum zeigten nur CoTR, At2g29350 und At2g29150 einen quantifizierbaren
Substratumsatz, wobei Letzteres eine sehr geringe Substrataffinitat, daflir aber die héchste
Reaktionsgeschwindigkeit aufwies. Die Alkoholprodukte waren nicht als Reinsubstanzen,
sondern nur als Gemische mit unbekannter prozentualer Zusammensetzung verfgbar. Die
Verbindungen wurden an Hand ihrer Fragmentierung im Massenspektrometer im Vergleich
mit vorhandener Literatur zweifelsfrei unterschieden (Miyazawa et al., 2002; van der Werf et
al., 1999).

Reduktion von (-)-Fenchon
0 OH
(1R4S) (1R,2S,4S)
(-)-Fenchon __ ____(#)go-Fenchol | (+)-B-Fenchol |
Peakfliche x 106 (TlC) Produktanalyse (GC-MS)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 4 CoTR
e — 5 At2g29360
5 6 CrTRL26
7 O (+)-B-Fenchol 8 At2g29150
8 kein Produkt nachweisbar fir:
1,2,3,9

Abb. 32 Reduktion von (-)-Fenchon

Die Reduktion von (-)-Fenchon wurde von den TRLs des Clusters A (Abb. 7) und At2g29330
(modernes Cluster C) nicht katalysiert. Die TRLs des modernen Clusters B bildeten meist
beide Reaktionsprodukte, diese aber nur in geringen Ausbeuten (Abb. 32). Einzig CoTR
katalysierte diese Reduktion quantitativ mit guter Substrataffinitdt und vergleichsweise
geringer Reaktionsgeschwindigkeit (Tab. 48). Die Reaktion verlief stereounspezifisch. Beide
Alkohole wurden im Verhaltnis 40:60 im GC-Chromatogramm detektiert.



3 Ergebnisse

75

Tab. 48 Kinetische Parameter der Oxidoreduktion von Monoterpenen

Substrat (Reaktion) | Parameter At2g29150 At2g29350 CoTR
(-)-Menthon (Red.) Cza[x“[anjat/mgl 45::;1 i 3,12’3 1;3:; i g:l 2?3:? i gf)?:s
(+)-Neomenthol (Ox.) C:a[xu[angat/mg] 1 132 i 321 + 282 i 521
(-)-Menthol (Ox.) CI[H[anjat mg) | Keine Aktivita 5?: ; i 5:32 +
(raThujon (Red) | (WU [ 89102800 | 1300207 | 68003
(-)-Carvon (Red.) \};:a[xu[anjat/mg] 11852,; i (1),678 72:; i (7):? 6§:§ i g:?
(-)-Fenchon (Red.) Cza[xu[anjat/mg] + + 32:2 i 3:2)5

Red., Reduktion; Ox., Oxidation; n = 4;

+ Produktbildung mit GC-MS bestatigt, aber kinetische Charakterisierung nicht méglich.

(+)-Campher und (-)-Borneol wurden nur von CoTR als Substrate akzeptiert. Keine der
untersuchten TRLs zeigte katalytische Aktivitat mit diesen zwei bizyklischen Monoterpenen.

Oxidation von (-)-Borneol

(@) HO
F "G

Reduktion von (+)-Campher

o

(1R,4R) (1R,2S,4R) (15,48) (15,2R,49)
(+)-Campher ( )-Borneol (-)-Campher (-)-Borneol
‘Produktanalyse (GC-MS): 4 CoTR
Peakflache x 10° (TIC) Peakflache x 10° (TIC)
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
4 4
H (+)-Borneol HE (-)-Campher
_______ i
i
2,5 4
A CoTR Oxidation (-)-Borneol
S 2,0 1 Viax = 2,9 £ 0,04 nkat/mg
£ Km =126,2+7,7 pM
g 1,5
= .
< 10 4 CoTR Reduktion (+)-Campher
’ Vimax= 2,0+£0,2 nkat/mg
0,5 - Kn = 1038 + 268 pM
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ - (n=4)
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

[Substrat] (mM)

Abb. 33 Oxidoreduktion von (+)-Campher und (-)-Borneol
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In den GC-Chromatogrammen wurde nur flir CoTR jeweils ein Produkt detektiert (Abb. 33).
Bei der Reduktion von (+)-Campher bildete sich (+)-Borneol. Obwohl CoTR (-)-Borneol zu
(-)-Campher oxidierte, verlief die Rlckreaktion negativ. Da die Affinitdt von CoTR bei
ahnlichen Reaktionsgeschwindigkeiten zu (-)-Borneol vierfach héher war als zu (+)-Campher,
kénnte auch das Reaktionsgleichgewicht zwischen (-)-Borneol und (-)-Campher auf Seiten
der Oxidation liegen.

Zyklische Monoterpene wie (-)-Menthon, (-)-a-Thujon und (-)-Carvon werden als Substrate
von den TRLs akzeptiert und zum Teil stereospezifisch reduziert. Monoterpene mit
verbrickten Ringen werden nur von CoTR quantifizierbar umgesetzt und sind nicht als
Substrate fir die TRL Enzyme geeignet. Einige der getesteten Verbindungen mit
Kohlenstoff-Doppelbindungen wurden von keinem der Enzyme reduziert oder oxidiert, diese
sind in Tab. 49 zusammengefasst.

Tab. 49 Von CoTR und TRLs nicht umgesetzte Terpene

e O OH o
‘ . | . Wy““.
(

(15)-(-)- +)-Nootkaton
Verbenon Piperiton (+)-Pulegon Carvacrol Sesquiterpen

At29g29330 reduzierte von den zyklischen Monoterpenen nur (-)-Menthon in Spuren (Abb.
30). Im Sequenzvergleich zwischen At2g29330 und CoTR, At2g29350 und At2g29150, die
zahlreiche zyklische Monoterpene umsetzten, fiel ein Arginin auf (R213 in Position 5, Abb.
46), das nur in At2g29330 vorkam. Im Homologiemodell lag das Arginin in der Nahe des
Substrats im aktiven Zentrum. In dieser Position kdnnte es das Substrat Uber eine
Wasserstoffbricke zu einer zweiten Carbonylfunktion binden. In Analogie zu den
Methylcyclohexanonen wurden 1,4- und 1,3-Cyclohexandion als geeignete Testsubstrate
ausgewahlt. Im in vitro Versuch wurde nur 1,4-Cyclohexandion quantifizierbar reduziert,
wobei At2g29330 im Vergleich zu den anderen drei Enzymen die hdchste Substrataffinitat
zeigte (Abb. 34).
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Reduktion von 1,4-Cyclohexandion
0
o~ o
o

1,4-Cyclohexandion 1,3-Cyclohexandion

4 CoTR (n=4)
Vimax = 72,9+ 1,1 nkat/mg
Kn =845,5+39,9 uM

v (nkat/mg)

0 1 2 3 4 5 6
[1,4-Cyclohexandion] (mM)

¢ A12g29330 (n = 4)
Vimax = 9,7 £0,1 nkat/mg
Kn =1056+41 uM

4 At2g29350 (n = 4)
Vimax = 17,6 £ 0,9 nkat/mg
Kn = 4819+ 393 uM

v (nkat/mg)

4 At29g29150 (n = 4)

Die Substratséattigung wurde nicht
erreicht. Die Bestimmung von K,
und Vo War nicht méglich.

[1,4-Cyclohexandion] (mM)

Abb. 34 Reduktion von 1,4-Cyclohexandion

3.3.6 Reduktion von Jasmonaten
CoTR und die TRLs akzeptierten diverse Cyclohexanon- und Cyclopentanonverbindungen

als Substrate. Eine Gruppe von Verbindungen, die diese Grundstruktur auch aufweisen und
ubiquitar als Pflanzenhormone vorkommen, sind die Jasmonate. Dazu zahlen neben
Jasmonsaure (natlrliche vorkommende Diastereomere: (+)-7-iso-Jasmonsdure und
(-)-Jasmonsaure) auch flichtige Verbindungen wie Methyljasmonat, Methyldihydrojasmonat
und cis-dJasmon. Kommerziell verfigbar waren jeweils die Racemate, die fur die
Untersuchung mit den Enzymen und fir kinetische Charakterisierungen verwendet wurden.
(-)-Jasmonsaure (Prof. Dr. B. Hause, IPB, Halle) und eine der Vorstufen der Biosynthese, die
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cis-Oxyphytodiensaure (Prof. Dr. W. Boland, Max-Planck-Institut, Jena), standen nur in
begrenzten Mengen flr einzelne Untersuchungen zur Verfligung.

Die Reduktion von (+)- und (-)-Jasmonsdaure wurde flr alle Enzymen bei pH 5,0 untersucht,
da bei diesem pH-Wert etwa 33 % der Substanzen als protonierte freie Sauren vorliegen.
Das (-)-Enantiomer sowie das Racemat wurden von -61NAt2g29260Q220Y, CrTRL26,
At2g29350, At2g29150 und At2g29330 enzymatisch reduziert. CoTR, At5g06060 und
At2929360 zeigten keine katalytische Aktivitdt zu diesen Verbindungen (Abb. 35).
(-)-Jasmonsaure wurde von den TRLs strikt stereospezifisch reduziert, wobei
-61NAt29g29260Q220Y, CrTRL26 und At29g29150 6-epi-7-iso-Cucurbinsdure bildeten und
At2g29350 sowie At2g29330 (neben 1,3 % 6-epi-7-iso-Cucurbinsdure) die diastereomere
Form 7-iso-Cucurbinsdure. Der Name Cucurbinsdure (Abklirzung CA) leitet sich von der
ersten Isolierung dieser Verbindungen aus Samen des Kurbis, Cucurbita pepo, ab (Fukui et
al., 1977a; Fukui et al., 1977b). Aussagen zur Identitdt der Produkte der reduzierten
racemischen Jasmonsaure konnten nicht getroffen werden, da mit der verwendeten
nicht-chiralen S&ule die vier mdglichen Produkite (zwei Enantiomerenpaare:
A. 6-epi-7-iso-CA/3-iso-CA und B. 7-iso-CA/6-epi-3-iso-CA) nicht getrennt werden kénnen.
Far CrTRL26, At2g29350 und At2g29330 lasst sich feststellen, dass diese Enzyme beide
Enantiomere der Jasmonsdure als Substrat akzeptierten, da das Produkispektrum im
Vergleich zum Umsatz von (-)-Jasmonsdure allein, verandert war (Abb. 35). In den
GC-Chromatogrammen von At2g29150 und -61NAt2g29260Q220Y wurde jeweils ein
Produkt-Peak identifiziert, der 6-epi-7-iso-CA oder einer Mischung der Enantiomere
6-epi-7-iso-CA und 3-iso-CA zugeordnet wurde. Die TRLs -61NAt2g29260Q220Y und
At2929330 katalysierten die Reduktion von (+)-dJasmonsaure mit quantifizierbarem Umsatz.
Die Substrataffinitat war fir beide Enzyme gering (K, 2 2 mM entspricht einer Konzentration
von ca. 0,66 mM freier Saure). Fir -61NAt2g29260Q220Y wurde die Substratsattigung bis
zu einer Konzentration von 7,5 mM (+)-Jasmonsaure (entspricht ca. 2,5 mM freier Saure)
nicht erreicht. Die kinetischen Parameter K, und V.« konnten daher nicht berechnet werden.
Die Reduktion der unpolareren Methylester Methyljasmonat und Methyldihydrojasmonat
wurde mit Ausnahme der Vertreter des alten Clusters A (Abb. 7) von allen untersuchten
TRLs und auch von der CoTR katalysiert (Abb. 36, Abb. 37). Fir die vier Enzyme CoTR,
At2g29350, At2g29150 und At2g29330 waren die Reaktionen kinetisch quantifizierbar.
At2929150 zeigte jeweils die hdchste Affinitat zu den Substraten, wéahrend CoTR die héchste

spezifische Aktivitat aufwies.
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Reduktion von (-)-dasmonsaure und (+)-Jasmonsaure (pK, 4,50 (Dahte et al., 1993))
0 OH OH

v

OH
(-)-Jasmonsaure 6-epi-7-iso-Cucurbinsaure  7-iso-Cucurbinsaure

W ‘Q/\y// W
.,//<o g [ 0 [ 0

OH OH OH
(+)-Jasmonsaure 3-iso-Cucurbinsaure 6-epi-3-iso-Cucurbinsaure

Produktanalyse (GC-MS): CA = Cucurbinsaure

1 At5g06060 3 -61NAt2g29260Q220Y 4 CoTR 5 At2g29360
6 CrTRL26 7 At2g29350 8 At2g29150 9 At2g29330
(-)-Jasmonsaure (£)-Jasmonséure
Peakflache x 10° (TIC) Peakflache x 10° (TIC)
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10
1 1
3 3 [
4 B 6-epi-7-iso-CA 4 = 6-_epi-7-iso-CA
5 | O 7-iso-CA 5 | 3-i80-CA
1 i 0O 7-iso-CA
6 0l 6 [ | 6-epi-3-iso-CA
7 7
8 [ 8
9 | 9
5 -
4. 4 At2g29330 (n = 4)
Vimax = 4,5+ 0,2 nkat/mg
(=) Kn =1921 +254 uM
E 3
2 ) ¢ -61NAt2g29260Q220Y (n = 4)
> Die Substratsattigung wurde bis
zu einer Konzentration von
11 75mM nicht erreicht. Die
¢ Bestimmung von K, und Vi
0 , , , , war nicht méglich.
0 2 4 6 8

[(+/-)-Jasmons&ure] (mM)

Abb. 35 Reduktion von (-)-dJasmonséaure und (+)-Jasmonséaure
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Reduktion von Methyljasmonat (racemisch)

Peakflache x 10° (TIC)

0 2 4 6 8 10
1 M 6-epi-7-iso-MeCA/3-iso-MeCA
3 O 7-iso-MeCA/6-epi-3-iso-MeCA
|
10
8 4
I
X
£ 44
>
2 A/././\?L'_—m//’g—é
0 = , , , ,

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
[Methyljasmonat] (mM)

2,5

Produktanalyse (GC-MS):
MeCA = Methylcucurbat

1 At5g06060
3 -61NAt2929260Q220Y
4 CoTR

5 At2g29360

6 CrTRL26

7 At2g29350

8 At2g29150

9 At2g29330

4 CoTR (n=4)
Vimax = 15,3+ 1,0 nkat/mg
Kn =801,6+95,0uM

4 At2g29350 (n = 4)
Vimax = 4,7 = 0,3 nkat/mg
Kn =1799 +200 uM

4 At2g29330 (n = 4)
Vmax= 2,2+ 0,1 nkat/mg
Kn =119,4+121 uM

¢ At2g29150 (n = 4)
Vmax = 2,0 + 0,02 nkat/mg
Kn = 29,3+20 puM

Abb. 36 Reduktion von Methyljasmonat
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Reduktion von Methyldihydrojasmonat (racemisch)
OH OH

v

o— o— o—
(-)-Methyldihydrojasmonat 6-epi-7-iso-MeDHCA 7-iso-MeDHCA
0

OH OH
o— o— o—

(+)-Methyldihydrojasmonat 3-iso-MeDHCA 6-epi-3-iso-MeDHCA

v

- 6
Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):
0 2 4 6 8 10 MeDHCA = Methyldihydrocucurbat

1 M 6-epi-7-iso-MeDHCA/3-iso-MeDHCA
3 O 7-iso-MeDHCA/6-epi-3-iso-MeDHCA 1 At5g06060

| 3 -61NAt29g29260Q220Y
4 CoTR

5 At2g29360

6 CrTRL26

7 At2g29350

8 At2g29150

9 At2g29330

4 CoTR (n=4)
Vmax= 7,0+ 0,2 nkat/mg
Kn =409,2+429 uM

4 At2g29150 (n = 4)
Vmax= 2,5+ 0,1 nkat/mg
Kn =1059+10,3 uM

v (nkat/mg)

4 At2g29350 (n = 4)
Vmax= 2,7+ 0,1 nkat/mg
Kn =484,3+53,0 uM

00 05 10 15 20 25 30
4 At2g29330 (n = 4)

[Methyldihydrojasmonat] (mM) Vmax= 1,0+ 0,1 nkat/mg
Kn =9245+243,9 uM

Abb. 37 Reduktion von Methyldihydrojasmonat
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Im Gegensatz du den Jasmonaten mit Cyclopentanon-Ring wurden Verbindungen mit
Cyclopentenon-Struktur (Tab. 50) von den untersuchten TRLs und der CoTR nicht als
Substrate akzeptiert. Da die verfigbare Menge von cis-Oxyphytodiensdure sehr begrenzt
war, wurde die Reduktion dieser Verbindung nur fir At2g29350 und -61NAt2g29260Q220Y
mit dem Standardreaktionsansatz bei pH 5,0 im Zweistrahlfotometer untersucht (2.4.1.2).

Tab.50 Von TRLs nicht umgesetzte Jasmonate

o)
o) =
=
0
OH
cis-Jasmon cis-Oxyphytodiensdure (cis-OPDA)

3.3.7 Oxidoreduktion von Steroiden und Sterolen
Die bisherigen Erkenntnisse der Substratakzeptanzuntersuchungen deuteten auf Strukturen

mit zyklischer oder aliphatischer Carbonylfunktion als passende Substrate fiir die TRLs hin.
Diese Teilstruktur kommt auch in den Grundgertisten von Steroiden und Sterolen vor.
Dartiber hinaus ist bekannt, dass pflanzliche 3B-Hydrosteroiddehydrogenasen (HSDs) aus
Digitalis-Arten (Herl et al., 2007) sowie 10 von 11 menschlichen 17B-HSDs (Lukacik et al.,
2006) zu den klassischen SDRs gehdren. Zusatzliches Docking von TRL Proteinmodellen
mit Steroidkonformeren unterstitzte die Hypothese deren méglicher Akzeptanz als Substrate
fir die TRLs. Verfigbare Verbindungen wie Steroide mit Androsten- und Pregnengerist
sowie Sterole wurden auf Reduzierbarkeit der Carbonylfunktionen an C3, C17 oder C20
und/oder Oxidierbarkeit vorhandener Hydroxylfunktionen an C3 oder C17 untersucht (Tab.
51, Bezifferung am Beispiel Cholestan-3-on). Es stellte sich heraus, dass die Keto- oder
Hydroxylfunktion in Position C3 (A-Ring) durch die TRLs weder reduziert noch oxidiert
wurde. Hingegen wurden die Reduktion bzw. Oxidation an Position C17 (D-Ring =
Cyclopentanon/ol) sowie C20 (Keton im Substituenten am D-Ring) durch einzelne TRLs und
die CoTR katalysiert (Abb. 38, Abb. 39). Die Reaktionsprodukie wurden mit GC-MS
analysiert (2.4.2.2) und soweit mdglich mit vorhandenen Standardsubstanzen verglichen.
Kinetische Messungen fiir die positiv getesteten Steroide waren auf Grund ungunstiger
Lésungseigenschaften in 5% (V/V) Methanol nicht durchfihrbar. Eine absolute
Substratsattigung der Enzyme konnte im Bereich der lI6slichen Steroidkonzentrationen
(Progesteron < 0,2 mM, Testosteron < 0,4 mM) nicht erreicht werden. Zuséatzlich waren die
spezifischen Aktivitaten der Enzyme mit ca. 1 nkat/mg gering. Die Parameter Vy,ox und K,

konnten somit nicht zuverlassig quantifiziert werden.
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Pflanzliche Sterole mit C3-Hydroxylfunktion wie B-Sitosterol und Stigmasterol, die auch in
A. thaliana vorkommen (Schaeffer et al., 2001), wurden von den TRLs nicht als Substrate
akzeptiert (Tab. 51). Auch die C3-Ketofunktion des Cholestanons wurde nicht reduziert.

Tab. 51 Oxidoreduktion von Steroiden und Sterolen

Steroid

Sterol Struktur Reaktion

CoTR
CrTRL26
At2g29360
At2¢g29350
At2g29150
At5g06060

OH

Testosteron Oxidation
an C17
(o]
(0]

+
+
.
+
+
.

4-Androsten- Reduktion
3,17-dion Qigjé anciz |+ - - + - -
(e}
(6]
5-Androsten- Reduktion _ _ _ _ _
3B-0l-17-on an C17 +
HO

O
Reduktion
Progesteron L:(Sjg an G20 + 4+ + - + 4+
o}

(0)
Reduktion
Pregnenolon /céjE an C20 - + + - + -
O I"'-‘

psrz_gDr:gﬁng;] Cholestan-3-on
B-Sitosterol Stigmasterol
HO HO

+ Produktbildung mit GC-MS nachgewiesen. — Kein Produkt nachweisbar. Die Reduktion oder
Oxidation der grau unterlegten Verbindungen wurde von CoTR und den TRLs nicht katalysiert.
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4-Androsten-Derivate wurden stereospezifisch von CoTR und At2g29350, sowie im Fall von
Testosteron auch von CrTRL26 und At2g29150 katalytisch an Position C17 umgesetzt (Abb.
38). 5-Androsten-33-ol-17-on wurde hingegen nur in Anwesenheit von CoTR reduziert.

Oxidation von Testosteron
(0] OH
(0] (0]
4-Androsten-3,17-dion Testosteron
Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 4 CoTR
4 | 6 CrTRL26
6 = 4'Androsten'3,1 7-dion 7 At2929350
. 8 At2g29150
kein Produkt nachweisbar fur:
_____ oL 000000000 ] 12359
Reduktion von 4-Androsten-3,17-dion
o OH
O (0]
4-Androsten-3,17-dion Testosteron
Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 4 CoTR
4 | | | | | | | | | | 7 At2929350
l Testosteron kein Produkt nachweisbar fur:
7 1,2,3,5,6,8,9
Reduktion von 5-Androsten-33-o0l-17-on
(0] OH OH
HO HO HO
5-Androsten-3B-o0l-17-on 5-Androsten-3[3,17p-diol 5-Androsten-3(3,17a-diol
Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 4CoTR
4 _ W 5-Androsten-3p,17-diol kein Produkt nachweisbar fur:
1,2,3,5,6,7,8,9

Abb. 38 C17 Oxidoreduktion von Androsten-Derivaten

Die Reduktionen der Pregnen-Derivate Progesteron und Pregnenolon wurden von
At29g29360, CrTRL26 und At2g29150 katalysiert. CoTR und At5g06060 reduzierten das
4-Pregnen-Derivat jedoch nicht das 5-Pregnen-Derivat an Position C20 (Abb. 39). Die
Zuordnung der entstehenden Alkohole war aus Mangel an verfligbaren Standardsubstanzen
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nicht méglich. Mit At2g29150 entstanden durch enzymatische Reduktion des Progesterons
beide Alkohole. Das vollstandig gesattigte 5a-Dihydropregnenolon wurde von keinem der

untersuchten Enzyme an Position C20 reduziert (Tab. 51).

Reduktion von Progesteron
o HO HO.,

O O O
Progesteron 4-Pregnen-20a-ol-3-on  4-Pregnen-20B-o0l-3-on

Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):
o 1t 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1At5906060
4 CoTR
5 At2g29360
6 CrTRL26
8 At2g29150

kein Produkt nachweisbar fiir:
2,3,7,9

Reduktion von Pregnenolon
O HO

—r

HE 4-Pregnen-20-ol-3-on (1)
O 4-Pregnen-20-ol-3-on (2)

o o ua »H

HO HO
Pregnenolon 5-Pregnen-33,20a-diol 5-Pregnen-3[3,203-diol

Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):
2 3 4 5 6 7 8 9 10 5 A'[2929360
5 . diol 6 CrTRL26
E 5-Pregnen-3pB,20-dio
6 g g 8 At2g29150

8 kein Produkt nachweisbar fiir:
1,2,3,4,7,9

o
—_

Abb. 39 C20 Reduktion von Pregnen-Derivaten

3.3.8 Reduktion von Flavonoiden
Ein in silico Screening mit dem Homologiemodell der CrTRL26 und den Strukturen der

KEGG-Datenbank ergab als einen interessanten Treffer Flavanon (J. Fischer, persénliche
Mitteilung), die Grundstruktur der Flavonoide. Weiterhin war bekannt, dass die
Dihydroflavonol 4-Reduktasen (DFRs), die die Reduktion von Dihydroflavonolen zu Leuco-
anthocyanidinen katalysieren (Routaboul et al., 2006), zur Untergruppe der verlangerten
SDRs zahlen (bakterielle und tierische DFR: SDR77E, SDR82E; pflanzliche DFR: SDR108E)
(Persson et al., 2009). Ausgehend von Flavanon wurden verfigbare Flavonoide ausgewahlt,
die als Substrate fur die TRLs geeignet erschienen (Tab. 52, (-)-Naringenin beziffert).
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Tab. 52 Reduktion von Flavonoiden
>
o
AN
AN
(e}
2
Flavonoid Struktur N
(racemisch) ° 2 83 8 8 8 ¢
&8 9O O = o O o
N 9 9 9 o © =
o o N N N N O <
F E 8 g 98§ 8 2
O O < « <« <« < ©
0
trans- X
Chalkon O O + + + + + + -+
o I
Flavanon O + + + 4+ + + - +
o}
HO
2’-Hydroxy- © O
flavanon + + + + 4+ + - -
o}
6-Hydroxy- ° O
flavanon O + - -+ 4+ 4+ - -
HO
0
HO 0 O
7-Hydroxy-
flavanon O + - -+ + + - -
0

5 4
OH O
(-)-Naringenin Daidzein Genistein
0 O (@) ‘ 0 ‘

Flavon

(1)
o

o}
6-Methoxyflavon

OH
0
3-Hydroxyflavon

+ Produktbildung mit HPLC nachgewiesen. — Kein Produkt nachweisbar. Die Reduktion der grau
unterlegten Verbindungen wurde von CoTR und den TRLs nicht katalysiert.
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Das prochirale trans-Chalkon mit aliphatischer Ketofunktion wurde von allen untersuchten
TRLs, auBBer At5g06060, und von der CoTR reduziert (Abb. 40). Im HPLC-Chromatogramm
war jeweils ein Produkt-Peak sichtbar. Eine Trennung der enantiomeren Alkohole auf der
verwendeten nicht-chiralen Saule war nicht méglich.

Von allen weiteren untersuchten Flavonoiden wurden nur die Flavanone, auBer
(-)-Naringenin, von der CoTR und den TRLs katalytisch reduziert (Abb. 40). Dabei wurden
das unsubstituierte Flavanon und das am B-Ring hydroxylierte 2’-Flavanon besser
umgesetzt als die am A-Ring hydroxylierten Verbindungen. CoTR, At2g29350, At2g29150
und At2g29330 reduzierten alle vier Flavanone (Flavanon, 2’-, 6-, 7-Hydroxyflavanon)
wahrend At29g29360 und CrTRL26 nur Flavanon und das 2-hydroxylierte Derivat
reduzierten. Die Reduktion von Flavanon wurde in geringem Umfang auch von
-61NAt2929260Q220Y katalysiert.

Kinetische Untersuchungen zum Substratumsatz wurden bei den Flavonoiden nicht
durchgefihrt, da die fotometrische Methode auf Grund von Interferenzen der chromophoren
Substrate und Produkte (Tab. 35, Methode 2.4.2.4) bei 340 nm nicht eingesetzt werden
konnte.

Als Alternative ware eine HPLC-Methode zur Bestimmung der kinetischen Parameter
vorstellbar. Diese musste zu jedem Substrat-Produkt-Paar individuell adaptiert werden und
wirde den Einsatz hoher Substrat-, Cosubstrat- und Enzymmengen erforderlich machen.
DarlUiber hinaus wéaren zur Auswertung Kalibriergeraden, erstellt mit den kommerziell nicht
verfigbaren Produkten, notwendig. Die sich daraus ergebenden Informationen stehen in

keiner Relation zum zeitlichen und finanziellen Aufwand einer solchen Analyse.
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Reduktion von trans-Chalkon

0o OH OH
O C O C
trans-Chalkon 1,3-Diphenyl-2-propen-1-ole
Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (HPLC-DAD):

0 2 46 81012141618 202224
| | | | | | | | 1At5906060

m 1,3-Diphenyl-2-propen-1-ole 2 -61NAt2929260

3 -61NAt29g29260Q220Y
4 CoTR

5 At2g29360

6 CrTRL26

7 At2g29350

8 At29g29150

9 At2g29330

Reduktion von Flavanonen

R1 R1 R1
R3 o} O R3 o} O R3 o} O
() — ) ()
R2 R2 R2 ¥
o) OH

OCoOoO~NOOGL A, WN =

OH o)
____________ Flavanon . ... 4Flavanole .
Reduktion von Flavanon Reduktion von 2’-Hydroxyflavanon
R1=H,R2=H,R3=H R1=0H,R2=H,R3=H
Peakflache x 10° (TIC) Peakflache x 10° (TIC)
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
; @ 4-Flavanol m ; B 2'-Hydroxy-4-flavanol (1)
3 O 4-Flavanol (2 3 O 2'-Hydroxy-4-flavanol (2)
4 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9 9
Reduktion von 6-Hydroxyflavanon Reduktion von 7-Hydroxyflavanon
R1=H,R2=0H,R3=H R1=H, R2=H, R3 = OH
Peakflache x 10° (TIC) Peakflache x 10° (TIC)
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
4 | 4 | | | | | | | | | |
7 7 L:
8 8 [1 M 7-Hydroxy-4-flavanol (1)
o ® 6-Hydroxy-4-flavanole o O7-Hydroxy-4-flavanol (2)

kein Produkt nachweisbar fir: 1, 2, 3, 5,6

Abb. 40 Reduktion von Flavonoiden
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4 Diskussion
4.1 Besonderheiten des Proteins At2g29260

Das Protein At2g29260 unterscheidet sich in mehrfacher Hinsicht signifikant von allen
anderen TRL Proteinen in A. thaliana. Es ist N-terminal durch ein chloroplastidares
Transitpeptid von 61 Aminosduren verlangert. Die Zuordnung konnte mit Hilfe von speziellen
Algorithmen (TargetP/ChloroP und WoLF PSORT) vorgenommen werden (Tab. 39). Ein
chloroplastidares Transitpeptid kommt bei Proteinen vor, deren Gensequenz in der
genomischen DNA im Zellkern verschlisselt ist, die ihre Funktion aber in den Chloroplasten
entfalten und dafir durch die Chloroplasten-Doppelmembran transportiert werden muissen
(Abb. 41).

Praprotein

Transit peptide

|® ® ®

GTP GDP + Pj c?tgsg‘l

om

TOC

ATP  ADP+P,

""1 00 ||M:|
Intermembrane

space | | M
| |
_ ATP  ADP+P, i
il i | TIC {~1 mM) :
oLy ©
Mature
SPP protein

Abb. 41 Import kerncodierter Proteine in den Chloroplasten

Abbildung entnommen aus Jarvis, 2008. OM, &uBere Chloroplastenhilimembran; IM, Innere
Chloroplastenhiillmembran; Nahere Erlduterungen im Text.

Der Mechanismus des Imports kerncodierter Proteine in den Chloroplasten Iasst sich kurz in
folgenden Schritten zusammenfassen (Jarvis, 2008; Jarvis and Soll, 2001): Transkription von
genomischer DNA in mRNA im Zellkern, Translation am 80S Ribosom im Zytosol,
Entstehung eines Praproteins mit N-terminalem Transitpeptid (cTP), Assoziation des cTP mit
Chaperonen, Anlagerung des Proteinkomplexes an den Toc-Apparat (Translocon der
auBeren Hullmembran des Chloroplasten; Rezeptorkomplex, Abb. 41: gelb) in Phase 1,
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Interaktion mit dem Tic-Apparat (Translocon der inneren HlUllmembran des Chloroplasten,
Rezeptorkomplex, Abb. 41: griin) in Phase 2, simultane Translokation des Praproteins durch
Toc- und Tic-Apparat aus dem Zytosol in das Stroma des Chloroplasten, Assoziation mit
stromalen Chaperonen, Entfernung des cTP durch Restriktion mit stromaler prozessiver
Peptidase (SPP) in Phase 3, endgiltige native Faltung des reifen Proteins und
Funktionalisierung.

Die Sequenzen plastidarer Transitpeptide sind sehr vielféltig, deshalb lassen sich
allgemeingultige Erkennungsmotive nicht festlegen. Lee und Mitarbeiter haben 208
Transitpeptide analysiert und 7 Sequenzuntergruppierungen klassifiziert, die distinkte
gruppenspezifische Sequenzmotive enthalten (Lee et al., 2008). Trotzdem konnten knapp
80 % der untersuchten Transitpeptide nicht in eine der sieben Gruppen eingeordnet werden.
Die Analyse bekannter Transitpeptide flhrte zu folgenden wichtigen Kriterien (Douwe de and
Weisbeek, 1991):

= variable L&ange zwischen 30-80 Aminosauren

= gehauftes Auftreten von hydroxylierten Aminosauren wie Serin und Threonin

= Mangel an sauren Aminosauren wie Aspartat und Glutamat (negative Ladung)

= gehauftes Auftreten von basischen Aminosauren wie Lysin und Arginin (positive Ladung)
= relativ hydrophober N-Terminus (erste 10 Aminosauren)

Weitere frei im Netz verfligbare Lokalisationsalgorithmen fir Transitpeptide sind Principal
Component Logistic Regression PCLR (Schein et al., 2001) und Predotar (Small et al.,
2004). Mit beiden Programmen wurde das Vorkommen eines cTP in der Sequenz von
At2g29260 nochmals bestatigt. Diese Programme geben allerdings keinen Aufschluss Uber
die Lange der Transitpeptide und erlauben daher nicht die Festlegung einer Schnittstelle zu
deren Entfernung.

Das vollstéandige Praprotein At2g29260 mit cTP konnte in E. coli M15[pRE4] nicht 16slich
synthetisiert werden (Abb. A1 im Anhang). Um Proteine mit cTP I8slich synthetisieren zu
kdénnen, ist es gangige Praxis, das Transitpeptid durch geschicktes PCR-Primerdesign nicht
mit zu amplifizieren und so die Synthese des reifen Proteins zu forcieren. Beispiele aus der
Literatur sind eine plastidare Serin-Acetyltransferase aus Spinat (Noji et al., 2001),
Hamoxygenasen aus A. thaliana (Gisk et al., 2010) und eine NADP(H)-abhéngige
B-Ketoacyl-ACP-Reduktase aus Cuphea lanceolata (Lythraceae, CIKR27 siehe Abb. 42,
SDR152C) (Klein et al., 1992). Im Fall von At2g29260 wurde der Vorwarts-Primer um 183
Nukleotide (61 Tripletts) Richtung 3’-Ende versetzt und das reife Protein -61NAt2g29260 in
E. coliM15[pREP4] erfolgreich synthetisiert.

Wurde die cTP-Sequenz im Gen at2g29260 vor, wahrend oder nach den Tandem-
Genduplikationen der TRLs erworben? Wahrscheinlich ist sie erst wahrend oder nach den
multiplen Tandem-Duplikationen der TRL Gene entstanden, aber vor der Auftrennung der
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Brassicaceen-Gattungen Arabidopsis-Boechera-Capsella. Dafilir sprechen sowohl groBBe
Ahnlichkeiten im Bereich der cTPs von At2929260, AITRL39, BdTRL12 und CrTRL13, die
hohe Gesamtidentitat der Aminosauresequenzen der vier Proteine untereinander (85-91 %
ClustalW), als auch die konservierte katalytische Triade S-Q-K (Abb. 42). Flr Arabidopsis
cebennensis wurde, wohl auch auf Grund unvollstandiger Genom-Sequenzierung, bisher

noch kein orthologes Gen gefunden (Navarro-Quezada, 2007).

At2g29260 —-MVLDMASHLYTNPPONLHFISSSSS——————————————— LKPHLCLS————— FKRINP 39
A1TRL39 MVVLDMASHLYINPPONLHFILPSSSSSS————————————— LKPHLYLS————— FKRINP 42
BATRL12  ————- MASHLYTNPPQVLHFLASSSSP—————————————— LKPHLYLS————— FKRIKL 36
CrTRL13  ————— MASHLYTNPPQNLHFILASSSS——————————————— FKPHLYLS————-— IKHIKL 35
RcTRL5 ~ ————- MSHSLRS—--PLHLHSLSSSSSSSSAKSYAISHFTFLVKPHKSTPTYTNLSNKSSL 53
DcTRL1 ~ ————- MDNSCATLOEGCLVVOOONT T———————m o m e 21
ClKR27  ————— MATATAAGCSGAVALKSLGGRR-——————————— LCIPQQOLSPVLAGFGSHAAKS 43
* .

Kat. Triade
At2g29260 KH-KSSSSSVEFVPYASQSSIA——ITSKERWSLNGMSALVTGGTRGIGRAI 86 S—-0-K
A1TRL39 OP-KSSSSSVFVPCASQOSSIA-—ITSNERWSLNGLSALVTGGTRGIGRAI 89 S—-0-K
BATRL12 OP-QOTTSSSVLIRCASQOSSIS——VT-SKKWSLOGMSALVTGGTRGIGRAI 82 S—0-K
CrTRL13 OTOOSSASSVHVRCATQS———————— SERWSLQGKSALVTGGTRGIGRAI 77 S—-0-K
RcTRL5 QYTTAPLSIQNISHSMSSTST--RNNGNRWTLHGKTALVTGGTRGIGRAI 101 S-H-K
DcTRL1 ————AAATMATVDHSSSSTKAP-VTRNSRWSLAGMTALVTGGTRGIGHAI 66 S-Y-K

S-Y-K

C1lKR27 FPILSTRSIATSGIRAQVATAEKVSAGAGQSVESPVVIVTGASRGIGKAI 93

e kk Kk ek hkk ke kk

Abb. 42 Ausschnitt eines multiplen Sequenzalignments von SDRs mit cTP
Erstellt mit Gonnet Alignment-Matrix in ClustalW2.

* Zeigt Positionen mit konservierten Aminosduren an.

: Zeigt Konservierung zwischen Gruppen mit sehr ahnlichen Eigenschaften an (> 0,5).

Zeigt Konservierung zwischen Gruppen mit weniger dhnlichen Eigenschaften an (< 0,5).
Brassicaceae: AITRL39 Arabidopsis lyrata, BATRL12 Boechera divaricarpa, CrTRL13 Capsella rubella
Euphorbiaceae: RcTRL5 Ricinus communis; Apiaceae: DcTRL1 Daucus carota bezogen auf Tab. A2.
Lythraceae: CIKR27 Cuphea lanceolata B-Ketoacyl-ACP-Reduktase (SDR152C).
cTP (Analyse mit ChloroP); identische Aminosaurepositionen der Brassicaceen TRLs
Cosubstratbinderegion; Vergleich der katalytischen Triade.

Weiterhin unterscheidet sich At2g29260 von den anderen TRLs in der katalytischen Triade.
Die als katalytische Saure/Base notwendige Aminosaure Tyrosin ist durch ein Glutamin
ersetzt. In weiteren Mono- und Dikotyledonenfamilien kommen TRL Proteine mit
abweichender katalytischer Triade vor (Tab. A2 im Anhang). In der Monokotyledonen
Sorghum bicolor (Poaceae, Sb05g025830, S-S-P) und in den Dikotyledonen Glycine max
(Fabaceae, GmTRL7, GmTRLS8, S-Q-K), Populus trichocarpa (Salicaceae, PtTRL1, S-H-K),
Ricinus communis (Fabaceae, RcTRL5 mit cTP, S-H-K, siehe Abb. 42) und Vitis vinifera
(Vitaceae, VVTRL1, VWTRL12, S-Q-K) ist das katalytische Tyrosin ebenfalls nicht enthalten.
Meistens ist es innerhalb der TRL Proteine durch Glutamin (8 von 10 Sequenzen) und
seltener durch Histidin (RcTRL5, PtTRL1) ersetzt. Glutamin besitzt im Gegensatz zum
Tyrosin keine saure Hydroxylfunktion von der die Protonenlbertragung auf den Sauerstoff
des Substrat-Carbonyls mdglich ware. Dies erklart auch, warum das Protein -61NAt2g29260

keine Oxidoreduktaseaktivitdit gegentiber gefundenen TRL-Substraten zeigte. Erst die
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Mutagenese mit dem Austausch des Glutamins durch Tyrosin fihrte zum aktiven TRL
Enzym -61NAt2g29260Q220Y mit ahnlicher Aktivitat und Substratakzeptanz wie At5g06060.
Das basische Histidin in RcTRL5 und PtTRL1 kénnte hingegen im protonierten Zustand als
Protonendonator und katalytische Saure dienen (Vergleich humane Laktatdehydrogenase
(Pineda et al., 2007)).

Innerhalb der SDR-Superfamilie ist das katalytische Tyrosin am starksten konserviert (Filling
et al., 2001; Jérnvall et al., 1995). Eine von zwei bisher bekannten Ausnahmen ist die unter
anderem auch deshalb als ,atypisch” bezeichnete Familie SDR48A der NmrA-&hnlichen
Proteine (Filling et al., 2001; Kalloerg et al., 2010; Persson et al., 2009). Diese im Zytosol
und Zellkern vorkommenden Iéslichen Proteine enthalten kein katalytisches Tyrosin, aber
eine typische Rossmann-Faltung zur Bindung von NADP(H). Die Affinitat zu NADPH ist
héher als zu NADP*. NmrA-&hnliche Proteine werden als Redoxsensoren bezeichnet, da sie
mit Anderungen der Tertiar- und Quartarstruktur sowie der raumlichen Verteilung auf
Veradnderungen des Konzentrationsverhéltnisses von NADPH/NADP* reagieren. Ein
bekannter Vertreter dieser SDR-Familie ist das humane Protein HSCARG (Zheng et al.,
2007). Bei geringen NADPH-Konzentrationen liegt das Protein als Monomer vor und bindet
verstarkt das Enzym Argininosuccinat-Synthetase (ASS1), dadurch wird die zellulare
NO-Synthese reduziert und eine nachfolgende Apoptose verhindert (Zhao et al., 2008). Bei
hoheren NADPH-Konzentrationen bindet ein Monomer NADPH, wird anschlieBend durch
eine Konformationsanderung stabilisiert und bildet mit einem zweiten freien Monomer ein
asymmetrisches Dimer (Dai et al., 2009). Die Stabilitdt des Dimers ist an die Bindung von
NADPH geknupft. Es kann ASS1 nicht mehr binden, da die Bindungsstelle nicht zuganglich
ist. Kbnnte At2g29260 eine ahnliche Redoxsensor-Funktion als l6sliches Protein in den
Chloroplasten erflllen? Durch Fluoreszenztitration und ITC konnte eine hohe Affinitat fir die
Bindung von NADPH an das I6sliche Protein -61NAt2g29260 nachgewiesen werden (3.2.2).
Die zweite SDR-Familie ohne katalytische Triade, dafir mit RNA-Bindungs- und
Nukleaseaktivitat, ist SDR83U, zu der CSP41a und b (Chloroplast stem-loop binding protein
of 41 kDa) aus Arabidopsis thaliana gehéren. Beide Proteine sind im Kerngenom codiert
(CSP41a: cTP 72 AS, CSP41b: cTP?) und liegen mit plastidaren Ribosomen assoziiert im
Stroma des Chloroplasten vor. Fir diese RNA-Bindeproteine wurde ein Einfluss auf
Transkription und Translation plastidar codierter RNA festgestellt (Bollenbach et al., 2009).
Nimmt At2g29260 moglicherweise eine &hnliche Funktion als Redoxsensor fur plastidare
Transkriptionsprozesse ein?

Eine weitere mdgliche Funktion fir ein plastidares NADPH-abhangiges TRL Protein als
Redoxsensor wéare auch im Ablauf der sogenannten Chlororespiration denkbar (Bennoun,
1982). Darunter wird eine Atmungs-/Elektronentransfer-Kette in der Thylakoidmembran des
Chloroplasten verstanden. Diese dient der Aufrechterhaltung des Redoxstatus des
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Plastochinon-Pools (NAD(P)H-abhangige Reduktion von Plastochinon, Oxidation von
Plastochinol durch Sauerstoff) in Abwesenheit des fotosynthetischen Elektronentransfers
(= Fotorespiration) wahrend der Dunkelphase (Nixon, 2000). Ein NADH-Dehydrogenase-
ahnlicher-Komplex (NDH) bestehend aus multiplen Untereinheiten ist am zyklischen
Elektronen-Transport um Fotosystem | und an der Chlororespiration beteiligt (Shikanai,
2007). Fur die korrekte Zusammensetzung des NDH-Komplexes sind verschiedene
kerncodierte Proteine, u. a. die ,Chlororespiratory reduction” (CRR) Proteine 1, 6, 7, 41 und
42 und NdhL, NdhM, NdhO und NdhN, notwendig (Peng et al., 2012). Allerdings gehdrt
keines dieser Proteine zur SDR-Superfamilie und ein direkter Zusammenhang mit
At2929260 wurde bisher nicht hergestellt.

4.2 Quartarstruktur der TRL Proteine

SDR Proteine weisen meist eine oligomere Quartarstruktur als Homodimer oder
Homotetramer auf (Kavanagh et al., 2008) (Abb. 43). Monomere SDRs, wie z. B. eine
testikuldre Carbonylreduktase vom Schwein, sind selten (Ghosh et al., 2001). In diesem
Enzym liegt eine Insertion von 20 Aminosauren vor dem katalytischen Tyrosin vor, die als
zusatzliche vorgelagerte Helix die Dimerisierungsebene (Q-Achse) der Monomere stort.
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Homodimer Datura stramonium TRII Homotetramer Mus musculus Carbonylreduktase 2

PDB-Eintrag 1IPF (Yamashita et al., 2003) PDB-Eintrag 1CYD (Tanaka et al., 1996)
Kette B Kette B Kette D

Abb. 43 Darstellung oligomerer SDR-Kristallstrukturen (PyMol)

Typisch fir SDRs ist eben diese Dimerisierungsebene entlang der sogenannten Q-Achse,
die als Vier-Helix-Blindel bezeichnet wird. Zwei a-Helices von Untereinheit A (a5 und a6)
interagieren mit den zwei identischen Helices der um fast 180° gedrehten Untereinheit B
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(Ghosh et al., 1991) (Abb. 43). Ein Homotetramer entsteht aus zwei dimeren Einheiten
entlang einer zweiten Symmetrieachse, die als P-Achse bezeichnet wird. Hierbei assoziieren
die C-terminalen herausragenden [-Faltblatter (B7) je einer Untereinheit antiparallel
zueinander (fast 180° vertikal gedreht). Homotrimere als SDR-Quartarstrukturen sind nicht
vorstellbar.

Bekannte Methoden zur Bestimmung nativer Molekulargewichte sind Gelfiltration (Prinzip:
2.3.6.1)
2.3.6.2). Dabei ist die Gelfiltration starker als die Ultrazentrifugation abhangig von

GréBenausschluss, und Ultrazentrifugation (Prinzip: Sedimentation/Diffusion,
Molekulform und -volumen. Die fir die Kalibrierung verwendeten Standardproteine bei der
Gelfiltration haben eine nahezu sphéarische Form. Nur fir Proteine mit &hnlicher Form
kénnen verldssliche Molekulargewichte bestimmt werden. Jede Abweichung durch
Asymmetrie oder veranderte Hydrathille des untersuchten Proteins hat einen Einfluss auf
das Messergebnis. Langliche Proteine kénnen bei der Gelfiltration bis zu doppelt so schwer
erscheinen wie globulare Proteine gleichen Molekulargewichts (Erickson, 2009). Da die
Analyse der Gelfiltrationsexperimente rechnerisch zu trimeren Proteinen flhrte (auBer fir
At2g29360 und CrTRL26) und diese theoretisch nicht vorstellbar sind, wurde als zusétzliche
unabhéngige Messmethode die Ultrazentrifugation angewendet. Mit Sedimentations-
geschwindigkeitsmessungen wurde der apparente Sedimentationskoeffizient s und mit
Sedimentationsgleichgewichtsmessungen das apparente Molekulargewicht Mw direkt, ohne
Kalibrierung, bestimmt. Fir At2g29360, At5g06060, und -61NAt2g29260/Q220Y wurden
native Molekulargewichte im Bereich eines Tetramers (Mwyz : MWyonomer = 3,4-3,7) berechnet
(3.2.1; Tab. 40).

Tropinonreduktasen aus Hyoscyamus niger, wobei zumindest fur die HnTRIl auch

Diese Ergebnisse passen gut zu den bekannten tetrameren

abweichende Molekulargewichte gemessen wurden (Tab. 53).

Tab. 53 Oligomere Tropinonreduktasen

Enzym Mv[vkms.;,]me, Methode M‘E\:(OB‘;’]'““ (Hsrankc:%rer) Referenz

Kristallisation / 1AE1 (Di)  (Nakajima et al., 1998)
DsTRI 29,6 Gelfiltration 50,7 1,7 (Di) (Portsteffen et al., 1994)

Gelffiltration 56,0 1,9 (Di) (Koelen and Gross, 1982)
HnTRI 30,0 Gelfiltration 115,0 3,8 (Tetra) (Hashimoto et al., 1992)
PsTRI 28,0 Gelfiltration 58,0 2,1 (Di) (Bartholomew et al., 1995)
AbTRII 27,5 Gelfiltration 78,5 2,9 (Di/Tri)  (Drager and Schaal, 1994)
DsTRII 277 Ge.lﬂltrgtlo.n 77,7 2,8 (D|/T.r|) (Portsteffen et al., 1994)

Kristallisation / 1IPF (Di)  (Yamashita et al., 2003)
HATRII 29.0 Gelfiltrat?on 103,0 3,6 (Tetra) (Ha“shimoto et al., 1992)

’ Gelfiltration 84,0 2,9 (Di/Tri)  (Drager et al., 1988)

Ab, Atropa belladonna; Ds, Datura stramonium; Hn, Hyoscyamus niger; Ps, Pseudomonas ssp.
Alle hier aufgefiihrten Proteine wurden nativ aus biologischer Matrix isoliert und gereinigt.
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Allerdings resultierte auch die Ultrazentrifugation bei At2g29350 und At2g29150 in
vermeintlichen Trimeren (Mwyz : MWyonomer = 3,1-3,2). Vermutlich besitzen diese Proteine
eine andere raumliche Ausdehnung im Vergleich zu den klar als Tetramer vorkommenden
TRLs, die zu einem kleineren Molekulargewicht als dem des erwarteten Tetramers fihrte.

Einzig fur CrTRL26 resultierten beide Methoden in einem Dimer von 64-68 kDa. Die
Quartéarstruktur von CrTRL26 ist somit vergleichbar mit den dimeren Tropinonreduktasen aus
Datura stramonium, Atropa belladonna und der angenommenen TRI aus Pseudomonas
(Tab. 53). Die homodimere Struktur von CrTRL26 wird auBerdem gestitzt durch die
Beobachtung positiver Kooperativitat (Hill-Kinetik) bei der Oxidation der Methylcyclohexanole
(3-MCOH: h = 1,6; 4-MCOH: h = 1,7; NADP: h = 2,3). Die Hill-Koeffizienten stellen ein MafR
fir die minimale Anzahl beteiligter substratspezifischer Bindungsstellen dar. Sie sollten bei
einem Dimer mit einer spezifischen Bindungsstelle pro Monomer nicht gréBer als 2 sein. Die
geringe Abweichung des Hill-Koeffizienten bei der NADP-Kinetik ergibt sich mdglicherweise
aus einer Instabilitdt des Enzyms. Im Chromatogramm der Gelfiltration war direkt nach dem
Peak des Dimers ein zweiter sehr kleiner Peak zu sehen (20 kDa), der dem Monomer
zugeordnet wurde. Interaktionen von Monomer und Dimer wahrend der enzymatischen

Katalyse kénnten eine mégliche Erklarung fir den Hill-Koeffizienten > 2 sein.

4.3 Katalytische Eigenschaften der TRL Enzyme

4.3.1 pH-Optima fir Reduktion und Oxidation
Das pH-Optimum der funktionalen Tropinonreduktasen wurde mit Tropinon (pK, 8,93)

bestimmt, dessen Protonierungsgrad vom pH-Wert abhéngig ist. Die Optima fir die
Oxidation wurden nur fir die TRI mit dem Alkohol Tropin bestimmt, da die TRII die Oxidation
des Pseudotropins zum Tropinon nicht katalysiert. Die Tropinonreduktasen besitzen ein
pH-Optimum flr die Reduktion von Tropinon im sauren Bereich zwischen pH 5,0-6,4 (Tab.
54). Die TRIl weisen im Vergleich zu den TRI ein breiteres pH-Optimum auf.

Tab. 54 pH-Optima von Tropinonreduktasen fiir Tropinon/Tropin

Enzym/Herkunft p:;?jﬂ:(l:?ounm pggg:{:;',m Referenz

CoTR  rekombinant 8,5 / (Brock et al., 2008)

DsTRI  nativ 6,4 9,5 (Portsteffen et al., 1994)
HnTRI  nativ 6,1 7,6 (Hashimoto et al., 1992)
AbTRIl  nativ 6,25 (breit) / (Drager and Schaal, 1994)
DITRII  nativ 6,4 (breit) / (Couladis et al., 1991)
DsTRIl  nativ 6,25 (breit) / (Portsteffen et al., 1994)
HnTRIl nativ 5,8 (breit) / (Dréager et al., 1988)
SdTRIl  rekombinant 5,0 (breit) / (Freydank et al., 2008)
StTRII  rekombinant 5,0 (breit) / (Keiner et al., 2002)

Ab, Atropa belladonna; Di, Datura innoxia; Ds, Datura stramonium; Hn, Hyoscyamus niger;
Sd, Solanum dulcamara; St, Solanum tuberosum
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CoTR bildet mit einem Optimum bei pH 8,5 fiir die Reduktion von Tropinon eine Ausnahme.
In diesem Bereich liegt Tropinon zu ca. 50 % als deprotonierte freie Base vor und wird als
solche bevorzugt im aktiven Zentrum von CoTR gebunden (Brock et al., 2008). Mit dem
ungeladenen Substrat 3-Methylcyclohexanon zeigte CoTR ein TR/TRL typisches pH-
Optimum im sauren Bereich (pH 4,5-5,0).

Die pH-Optima fir die TRLs wurden mit dem Substratpaar 3-Methylcyclohexanon/ol
bestimmt, da die Oxidoreduktion dieser Substrate von allen TRLs katalysiert wurde. Fir die
Reduktion lagen die optimalen pH-Werte in einem Bereich zwischen 4,5-6,5 (Abb. 20). Die
Werte sind ahnlich den pH-Optima der TRI und TRIlI mit dem Substrat Tropinon (Tab. 54).
Die Oxidation wurde besser im alkalischen pH-Bereich von 8-10 katalysiert (Abb. 21).

Um die Anzahl der Puffer mdglichst gering zu halten und Vergleichbarkeit zu gewahrleisten,
wurde flr die Reduktion allgemein mit Citrat-Phosphat-Puffer pH 5,0 und nur fiir At5g06060,
At2g29360 und CrTRL26 mit Kaliumphosphat-Puffer pH 6,0 gearbeitet. Flr die Oxidation
wurde Glycin-NaOH-Puffer pH 9,5 verwendet. Davon ausgenommen waren At5g06060,
At2g29350 und -61NAt2g29260Q220Y fir die Tris-HCI-Puffer pH 8,0 eingesetzt wurde. Bei
der Auswahl der Puffer fiir Reduktion und Oxidation wurde darauf geachtet, einen pH-Sprung
von mindestens 2 bis 4,5 pH-Einheiten zu verwenden, um die jeweilige Rlckreaktion
vernachlassigbar gering zu halten. Dies gelang jedoch nicht immer. Bei der Katalyse der
Reduktion von 3- und 4-Methylcyclohexanon bei pH 5,0 durch CoTR nahm mit zunehmender
Substratkonzentration die spezifische Aktivitat ab (Abb. A4 im Anhang). Zur Auswertung mit
SigmaPlot 10 wurde deshalb die Berechnungsformel fir eine unkompetetive
Substratinhibition verwendet. Die vermeintliche ,Hemmung“ war jedoch auf die simultane
Oxidation der jeweiligen Alkohole bei identischen pH-Werten zurlickzufihren. Die parallele
Rlckreaktion war auch bei der Oxidation von 4-Methylcyclohexanol bei pH 9,5 durch CoTR
deutlich messbar (Abb. 29). Die berechnete maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) fUr
die Reduktion des Ketons bei pH 9,5 war etwa doppelt so hoch wie fir die Oxidation des
Alkohols bei ahnlicher Affinitat (K,) fir die beiden Substrate.

Der Grund fur die Bevorzugung der jeweiligen Reaktionsrichtung in Abhangigkeit vom
pH-Wert liegt in der veranderten Ladungsverteilung in der Aminosduresequenz der Enzyme.
Far eine erfolgreiche Katalyse ist bei der Reduktion ein protoniertes Tyrosin (katalytische
Séure, pK,9,0-9,5) und bei der Oxidation ein deprotoniertes Tyrosinat-lon (katalytische
Base, pK, 7,2-7,6; Verringerung durch Bindung von NAD(P)*) notwendig. Diese liegen in
Abhéangigkeit vom pH-Wert, den umgebenden Aminosauren und positiv geladenen
Cosubstraten in unterschiedlichen Verhéltnissen vor (Benach et al., 1999; Chang et al.,
2007).
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4.3.2 Cosubstratakzeptanz und -praferenz
Ein von Kallberg und Mitarbeitern erstelltes ,Hidden Markov“-Modell (Kallberg and Persson,

2006) ermdglicht die Zuordnung der Cosubstratpréaferenz fiir NADP(H), NAD(H) und FAD(H,)
fir Dehydrogenasen/Reduktasen mit Rossmann-Faltung anhand von Schllisselpositionen in
der Proteinsequenz (Wierenga et al., 1985). Die Einteilung von Cosubstrat-Unterfamilien far
NAD(P)(H)-abhangige klassische und verlangerte SDRs unter Betrachtung von vier
SchllUsselpositionen wurde bereits 2002 von derselben Gruppe vorgenommen (Kallberg et
al., 2002). Fur klassische SDRs wurden vier Unterfamilien fir NAD(H)-Praferenz und drei
Unterfamilien far NADP(H)-Praferenz definiert (Tab. 55). Von 253 klassischen SDR
Proteinen der SWISS-PROT Datenbank (Bairoch and Apweiler, 2000) konnten 218 in die 7
Unterfamilien eingeordnet werden, die restlichen 35 (14 %) jedoch nicht. Die relevanten
Schllsselpositionen werden im Folgenden aufsteigend mit a, b, ¢, und d bezeichnet.

Tab. 55 Cosubstrat-Unterfamilien klassischer SDRs nach Kallberg et al., 2002

Schllsselpositionen SWISS-PROT: 253 SDRs
Unterfamilie a b c d Praferenz (Haufigkeit in %)
cD1d D NAD(H) 64 (25 %)
cD1e E NAD(H) 2 (1%)
cD2 D/E NAD(H) 2 (1%)
D3 ... DE___NADH) 8(3%) |
cP1 K/R NADP(H) 24 (10 %)
cP2 K/R NADP(H) 41 (16 %)
cP3 K/R K/R NADP(H) 77 (30 %)

Unterfamilie: c, klassische SDR; D, NAD(H)-Préaferenz; P, NADP(H)-Praferenz.
Aminosauren im Einbuchstabencode.

Die NAD(H)-Praferenz klassischer SDRs wird durch eine saure Aminosaure in Position b
oder den folgenden zwei Positionen (c, d) am C-terminalen Ende des zweiten B-Faltblattes
verursacht (Wierenga et al., 1986). Das Aspartat, oder seltener Glutamat, bildet je eine
Wasserstoffbriicke mit der 2’- und 3’-Hydroxylfunktion der Adenosin-Ribose des NAD(H) aus.
Von Bedeutung ist weiterhin, dass sich innerhalb der vier NAD(H)-Unterfamilien auf den
verbliebenen drei Schlusselpositionen keine basische Aminosaure befindet (Kallberg et al.,
2002). Hingegen fixieren positiv geladene basische Aminosauren wie Lysin und Arginin in
den Positionen a und/oder ¢ die negativ geladene 2’-Phosphat-Gruppe an der Adenosin-
Ribose von NADP(H) durch ionische Wechselwirkungen und flhren so zur Préferenz von
NADP(H) (Kallberg et al., 2002; Tanaka et al., 1996).

Die Analyse der Aminosduresequenzen der TRs und TRLs ergab, dass fur diese SDRs vor
allem die Schlisselpositionen a bis ¢ von Bedeutung sind (Abb. 44). Anhand ihrer
Aminosduresequenzen lassen sich die Tropinonreduktasen aus Datura stramonium, die
CoTR und die TRLs des alten Clusters A sowie des modernen Clusters B aus A. thaliana
und C. rubella komplett der NADP(H)-Unterfamilie cP3 mit basischen Aminosauren in den
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Schlisselpositionen a und ¢ zuordnen (Abb. 44). Eine Ausnahme ist CrTRL24 mit Glutamin
an Position a und Arginin an Position b, welches der NADP(H) bevorzugenden Unterfamilie
cP2 angehoért. Die TRLs des modernen Clusters C, mit At2g29330 als untersuchtem
Vertreter, tragen alle ein Aspartat an Position b und zeigen keine basischen Aminosauren an
Position a und c. Sie lassen sich daher in die NAD(H) préaferierende Unterfamilie cD1d
eingruppieren. Wiederum gibt es eine Ausnahme — fiir CrTRL18 aus Cluster C ist keine klare
Zuordnung zu den Unterfamilien mdoglich, da es sowohl ein Lysin an Position a (cP1) als
auch ein Aspartat an Position b (cD1d) besitzt. Vermutlich wiirde dieses Enzym fir die

Katalyse beide Cosubstrate akzeptieren.

Cluster a bc

DsSTRI MEESKVSMMNCNNEGRWSLKGTTALVTGGSKGIG-—-YAIVEELAGLGARVYTCSRNEKE 57

DSTRII = = ———————————m MAGRWNLEGCTALVTGGSRGIG---YGIVEELASLGASVYTCSRNQKE 45
A At5g06060 @ —————————— METDKRWSLAGKTALVTGGTRGIG--—-RAVVEELAKFGAKVHTCSRNQEE 47
A -61NAt29g29260 ——————————— MSKERWSLNGMSALVTGGTRGIG---RAIVEELAGLGAEVHTCARNEYE 46
A -45CrTRL13 ————MHVRCATQSSERWSLQGKSALVTGGTRGIG---RAIVEELAGLGAKVHTCARNESE 53
Cluster a bc
B At2g29370 ——-MAKRGESLRDKPKWSLEGMTALVTGGSKGLG---KAVVEELAMLGARVHTCARDETQ 54
B CrTRL27 ——-MAKTEENMSNKSRWSLGGMTALVTGGTKGIG---KAVVEELAMLGARVHTCARDETL 54
B At2g29170 ——-MAKAEENLRDKCRWSLGGMTALVTGGSKGLG---EAVVEELAMLGARVHTCARNETQ 54
B CrTRLS ~—-MAKTEENLRDKTRWSLGGMTALVTGGSKGLG---EAVVEELAMLGARVHTCARDKTQ 54
B At2g29150 ——-MAKAGENSRDKSRWSLEGMTALVTGGSKGLG---EAVVEELAMLGARVHTCARDETQ 54
B At2g29360 ——-MAKTGESLRDKPRWSLVGMTALVTGGSKGIG---EAVVEELATLGARIHTCARDETQ 54
B CrTRL26 ——-MAKTGESLRENPRWSLRGMTALVTGGSKGIG---EAIVEELAMLGARVHTCARDETE 54
B CoTR ——-MANLRESSRDKSRWSLEGMTALVTGGSKGIG---EAVVEELAMLGARVHTCARDETQ 54
B At2g29350 ——-MAKEGG-LGENSRWSLGGMTALVTGGSKGIG---EAVVEELAMLGAKVHTCARDETQ 53
B CrTRL24 ~—-MAKIGERLGENSRWSLGGMTALVTGGTQGIG---KAIVEELAMLGARVHTCSRDETQ 54
B CrTRL6 ——-MAKTEQNMSGKSRWSLGGMTALVTGGSKGIG---EAVVEELSMMGARVHTCARDETQ 54
B At2g29290 @ ———————————— MDKRWSLQOGMNALVTGGTKGIG---EAVVEELSILGARVHTCARDETQ 45
B CrTRL17 = MDKRWSLQOGMTALVTGGTKGIG---EAVVEELSMLGARVHTCARDETQ 45
Cluster a bc
C At2g29300 ——————————— MDKR-WSLQOGMTALVTGAASGIG---YAIVEELAGFGARIHVCDISETL 45
C At2g29320 —————— MVTRKMDKRLWSLQOGMTALVTGAASGIG---YAIVEELAGFGAKIHICDISKTL 51
C CrTRL20 ——————————m MDKR-WSLQOGMTALVTGGASGIG---YAIVEELAGFGARVYVCDISETL 45
C At2g29340 ——————————— MDKR-WSLKGMTALVTGGASGIG-—-YAIVEELAGFGARIHVCDISEAK 45
C CrTRL22 = ——————————m MDKR-WSLQGMTALVTGAASGIG-—-YAIVEELAGFGARIHVCDISEAK 45
C CrTRL18 —————————— MDKR-WSLQGMTALVTGGTKGIGVFRYTIVEELASFGARIHVCDISETL 48
C CrTRL19 ——————————m MDKR-WSLQOSMTALVTGGASGIGVFRYAIVEELAGFGARIHVCDISEAK 48
C At2g29310 —————————— MDKR-WSLQOGMTALVTGAASGIG---YAIVEELASFGAIIHICDISETL 45
C CrTRL23 ——————————m MDNNRWSLQSMTALVTGGASGIG---YAIVEELAGFGARVHVCDISETK 46
C At2g29330 ——————————— MDKR-WSLQGLTALVTGGASGIG---HAIVEELAGFGAKIHVCDISKTL 45
C CrTRL21 = MDKR-WSLQGMTALVTGGASGIG---HAIVEELASFGAKIHVCDISKTL 45
C At2g30670 ——————————— MDKR-WSLQGMTALVTGGASGIG---HAIVEELAGLGARIYVCDISETL 45
C CrTRL14 = MDSSRWSLQOGMTALVTGGAGGIG---HAIVEELASFGAKIHVCDISETL 46

* % khkhkk o Kk oexk o kK k koo ekk e e X

Abb. 44 Sequenzalignment der TR/TRL-Cosubstratbinderegion

Erstellt mit Gonnet-Matrix in ClustalW2. * Zeigt Positionen mit konservierten Aminoséuren an.

: Zeigt Konservierung zwischen Gruppen mit sehr ahnlichen Eigenschaften an (> 0,5).

. Zeigt Konservierung zwischen Gruppen mit weniger dhnlichen Eigenschaften an (< 0,5).

fett: TGxxxGxG-Motiv und Positionen a, b, ¢ fir Vorhersage der Cosubstratpraferenz der TRs/TRLs.

Ein ahnlicher Fall ist fir eine bakterielle 3a-Hydroxysteroiddehydrogenase aus
Pseudomonas sp. B-0813 (SDR325C) bekannt (Ueda et al., 2004). Das Enzym besitzt ein
Aspartat an Position b fir NAD(H)-Praferenz (cD1d) und ein Arginin an Position ¢ flr

NADP(H)-Praferenz (cP2). Tatsachlich akzeptiert das Enzym beide Cosubstrate fur die
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Reduktion von Dehydrocholsaure und die Oxidation von Cholsaure mit &hnlicher Affinitat und
17-fach (Oxidation) bzw. 23-fach (Reduktion) schnellerem Substratumsatz mit NAD(H) als
Cosubstrat (Tab. 56). Die erwartete Praferenz stimmt mit der ausschlieBlichen Akzeptanz
von NADP(H) durch die Enzyme At5g06060, At2g29350, At2g29150, -61NAt2g29260Q220Y,
At2g29360 und CrTRL26 in vitro Uberein (Tab. 56). Auch die Tropinonreduktasen aus
D. stramonium katalysieren Oxidoreduktionen nur mit NADP(H) (Portsteffen et al., 1994).

Tab. 56 Cosubstratakzeptanz der TRLs und weiterer SDRs

Enzym NADPH NADH NADP NAD Referenz

At5g06060 3-Methylcyclohexanon  3-Methylcyclohexanol

K [UM] 65,1 Keine 7,8 Keine diese Arbeit, Abb. A2

Keat[S7] 3,98 Aktivitat 0,14 Aktivitat

-61NAt2g29260Q220Y

K [UM] 15,2 Keine 50,2 Keine  diese Arbeit, Abb. A2

Keat[S'] 3,38 Aktivitat 0,57 Aktivitat

CoTR

K [UM] 78,3 666,5 27,9 963,5 diese Arbeit, Abb. A2

Keat[S'] 1,01 11,76 0,16 0,45

At2g29360

Km [UM] 41,7 Keine 44,4 Keine  diese Arbeit, Abb. A2

Keat[S7] 0,25 Aktivitat 0,29 Aktivitat

CrTRL26

K [UM] 53,0 Keine 392,6% Keine diese Arbeit, Abb. A2

Keat[S'] 0,16 Aktivitat 0,43* Aktivitdt  *Hill-Kinetik (K’ statt K.,,)

At2g29350

K [UM] 30,1 Keine 37,8 Keine diese Arbeit, Abb. A2

Keat[S7] 1,06 Aktivitat 0,28 Aktivitat

,It<\t29291 >0 . . (Plohmann, 2010) (Red.)

m [uM] 71 Keine 4.8 Ke_lr_1e diese Arbeit (Ox.)

Keat[S'] 0,35 Aktivitat 0,02 Aktivitat

At2g29330

K [UM] 297,2 59,3 Keine 15,0 (Coppi, 2012)

Keat[S'] 0,71 0,34 Aktivitat 0,03

SalR Salutaridin Salutaridinol Papaver bracteatum

K [UM] 3,5 1190 7,0 n.g. abc = KCR; cP3

Keat[S'] 2,1 3,7 21,9 n.g. (Geissler et al., 2007)

MLCR Pyridin-3-aldehyd Cyclohex-2-en-1-ol Mus musculus

K [UM] 1,1 65 3 1800 abc = KTR; cP3
keasT] 12 18 24 .. 1,9 (Nakanishi etal., 1997)

MLCR-T38D Pyridin-3-aldehyd Cyclohex-2-en-1-ol Mus musculus

K [UM] 220 9,7 2900 110 abc = KDR cD1d/cP3

Keat[S'] 2,3 3,3 1,7 3,6 (Nakanishi et al., 1997)

3a-HSD Dehydrocholsaure Cholsaure Pseudomonas B-0831

K [UM] 85 17 72 31 abc = SDR; cD1d/cP2

Keat[8] 3,3 78 4,5 75 (Ueda et al., 2004)

SalR: SDR114C; MLCR, Carbonylreduktase aus Mauselunge: SDR20C, MLCR-T38D: Mutante T38D;
3a-HSD: SDR325C; n. g. nicht gemessen.
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Trotz der klaren Zuordnung der Sequenzen von CoTR (cP3) und At2g29330 (cD1d) zu
gegensatzlichen Cosubstrat-Unterfamilien akzeptierten diese zwei Enzyme beide
Cosubstrate fur die Katalyse. Die Affinitat (K,,) zum zugeordneten Cosubstrat war jedoch in
beiden Fallen deutlich héher, als zum jeweils anderen Cosubstrat (Tab. 56). CoTR bindet
NAD(H) in reaktionsfahiger Position trotz der zwei vorhandenen basischen Aminosauren.
Das Cosubstrat wird dabei nicht wie NADP(H) durch ionische Wechselwirkungen mit
funktionellen Gruppen am Adenosin-Ribose-Ring gebunden, woraus die wesentlich
geringere Affinitdt von CoTR zu NAD(H) im Vergleich zu NADP(H) resultiert.

Der Substratumsatz hingegen war mit NADH bei der Reduktion von 3-Methylcyclohexanon
etwa 12-mal schneller als mit dem starker gebundenen NADPH. Dieses Ergebnis lasst sich
erklaren, wenn Cosubstratbindung oder -freisetzung den langsamsten, also
geschwindigkeitsbestimmenden, Schritt im Katalysemechanismus darstellen. Eine solche
Beschrankung der Reaktionsgeschwindigkeit durch Freisetzung des verbrauchten
Cosubstrats im Zusammenhang mit einer vorangegangenen Konformationsdénderung wurde
fir zwei NADP(H)-abhangige Aldosereduktasen (AKR, EC 1.1.1.21) mit Stopped-Flow
Fluoreszenzspektroskopie nachgewiesen (Grimshaw et al., 1995; Kubiseski et al., 1992).
Auch bei der Reduktion sekundarer Alkohole durch die Alkoholdehydrogenase aus
Drosophila lebanonensis (DADH, SDR109l, EC 1.1.1.1) wurde auf Grund sehr ahnlicher
Umsatzraten fir verschiedene Substrate die Dissoziation des Cosubstrats NAD(H) vom
Enzym als geschwindigkeitsbestimmender Schritt angesehen (Winberg et al., 1986).
Bekannte Beispiele fiir die Akzeptanz beider Cosubstrate trotz Zugehérigkeit zur Unterfamilie
cP3 sind die Salutaridinreduktase aus Papaver bracteatum (SalR) und eine
Carbonylreduktase aus der Mauselunge (MLCR) (Tab. 56). Die SalR weist eine sehr geringe
Affinitat zu NADH, dabei aber verdoppelte Umsatzraten im Vergleich zu NADPH, auf. Die
Umsatzraten mit NADP(H) und NAD(H) sind fir die MLCR ann&hernd gleich. Die Affinitat zu
NADP(H) ist aber auch hier deutlich héher als zu NAD(H) und bestétigt die erwartete
Praferenz. Durch Mutation des Threonin 38 in Aspartat (T38D) an Position b wurde diese
Praferenz umgekehrt. Die Mutante MLCR-T38D zeigte deutlich héhere Affinitdten zu NAD(H)
und stark verminderte Affinitdten zu NADP(H). Als mdgliche Ursache wurde eine
elektrostatische AbstoBung zwischen dem negativ geladenen Aspartat und der 2’-Phosphat-
Gruppe des NADP(H) vermutet (Nakanishi et al., 1997).

At2g29330 gehort durch das Aspartat an Position b zur Unterfamilie cD1d und akzeptiert
trotzdem beide Cosubstrate mit Praferenz fir NAD(H) (Tab. 56). Das von Juliane Fischer mit
YASARA (Krieger et al., 2002) erstellte Proteinmodell erlaubt die Bindung von NADPH. Das
Modell zeigt, dass die AbstoBung zwischen der 2’-Phosphat-Gruppe des NADPH und dem
negativ geladenen Aspartat durch eine Drehung des Aspartats und eine gleichzeitige
Lésungsmittelexposition der Phosphat-Gruppe verhindert werden kann (Abb. 45).
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Abb. 45 Homologiemodell von At2g29330 mit NADPH

Abbildung erstellt von Juliane Fischer mit MOE (Molecular Operating Environment, 2011.10;

Chemical Computing Group Inc., 2011).

4.4 Substratvielfalt und —akzeptanz der TRL Enzyme

Ausgehend von den bekannten Substraten der Tropinonreduktasen, Tropinon und

Nortropinon, und unterstiitzt durch Docking-Experimente mit Homologiemodellen wurden

unterschiedlichste chemische Strukturen als Substrate fir die TRLs getestet.

Alle

Testsubstrate wiesen eine reduzierbare Carbonylfunktion (Keton oder Aldehyd) und/oder

eine oxidierbare Alkoholfunktion auf. Im Folgenden sind die Ergebnisse aller untersuchten

Enzyme mit allen getesteten Substraten aufsteigend nach Molekulargewicht und struktureller

Komplexizitdt zusammengefasst. Aus Platzgrinden wurden die Enzyme durchnummeriert

(siehe Tab. 57). In Tabelle 58 sind die Ergebnisse der Substratakzeptanzuntersuchung mit
den kinetischen Daten (K., kea), soweit vorhanden, aufgelistet. Das Protein -61NAt2929260

(Nr. 2A) zeigte keine Aktivitat mit den getesteten Substraten und fehlt daher in Tabelle 58.

Tab. 57 Nummerierung der untersuchten TRLs und CoTR

Nr. | Altes Cluster A Nr. | Modernes Cluster B | Nr. | Modernes Cluster C
1A | At5g06060 4B | CoTR 9C | At2g29330
2A | -61NAt2g29260 5B | At2g29360
3A | -61NAt2g29260Q220Y | 6B | CrTRL26
7B | At2g29350
8B | At2g29150

Indices zu Tab. 58:
3(Brock et al., 2008), °( Wagner, 2011), °(Coppi, 2012)

H, Hill-Kinetik; Inh., ausgepragte Substrat- oder Produktinhibition (K, > Kj)

n. g., nicht gemessen

+ Produktnachweis positiv, aber keine kinetische Charakterisierung maéglich.

— Produktnachweis negativ, keine Aktivitat.
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Tab. 58 TRL-Substratspektrum im Vergleich mit CoTR

Ligand Reaktion | 1A 3A 4B 5B 6B 7B | 8B | 9C

Obere Zeile: Ky, [UM]; untere Zeile: key [s7']

Tropinon und Analoga

. 3290°
Tropinon Red. - - 0.02 - - - - -
Tropin Ox. - - + - - - - -
Pseudotropin Ox. - - + - - - - -
. 2002°
Nortropinon Red. - - 0,02 - - - - -
o 42°
Thiabicyclooctanon Red. - - 0,05 - - - - -
a
Chinuclidin-3-on Red. + + 2(?32 + - - - +
a
N-Methylpiperidin-4-on | Red. - - 7052? - - - - +
N-Propylpiperidin-4-on | Red. - - 152% + - - - +
Aliphatische Carbonyle
612 65
Pentanal Red. - - Inh. + - 064 | * | 009
2,4-Dimethylpentan-3- 77 390
on Red. + + 0,57 + + + + | 0,02
. 86 264 75 109
Citronellal Red. + - Inh. 0.24 + 047 | 056 | 0,13
Citral Red. - - + - - + + +
Nerol Ox _ _ 26 _ _ 98 67 464
) 0,06 0,08 | 0,01 | 0,02
Aromatische Carbonyle
Benzaldehyd Red. - - Inh. - - Inh. - -
p-Anisaldehyd Red. - - - - - 11 4;53 - -
Indol-3-carbaldehyd | Red. - | - R - I
. 211 254
Indol-3-carbinol Ox. - - 0,01 - - 0.01 - -
Indol-3-ethanol Ox. - - - - - - - -

Monoterpene und Analoga

8303 | 15114 24 | 215° | 787° | 505 | 560 | 57°

3-Methylcyclohexanon | Red. 496 | 712 | 234 | 065 | 044 | 1,61 | 034 | 0,20

57 | 2465 | 2523 | 373 | 315 | 62°

3-Methylcyclohexanol | Ox. + + 017 | 026 | o110 | 046 | 0.02 | 003
4-Methylcyclohexanon | Red. + + 3’55 . 0726 (?2% 3@% (1)%% 0712‘;
4-Methylcyclohexanol | Ox. + + 0?197 322% (;ngH g%% (%53 éig;
2-Decalon Red. + + + + + + + +
(-)-Menthon Red. + + g%ﬁ + + (;18% 815129 +
(+)-Neomenthol Ox. - + 0?82 + + + (1)’102 +
(-)-Menthol Ox. - _ + _ _ 0?84 _ _
c)-a-Thujon Red. - | - lom| * | * |oit|omms| -
(-)-Carvon Red. + + 62 + _ 76 1827 _

0,12 0,17 | 0,47
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Ligand Reaktion | 1A 3A 4B 5B 6B 7B | 8B | 9C
Obere Zeile: K, [UM]; untere Zeile: key [s7']
Monoterpene und Analoga
(-)-Fenchon Red. - - 0337 + + + + -
(+)-Campher Red. - - 100(?;3 - - - - -
(-)-Borneol Ox. - - 3%% - - - - -
(1S)-(-)-Verbenon Red. - - - - - - - _
Piperiton Red. - - - - - - - -
(+)-Pulegon Red. - - - - - - - -
Carvacrol Red. - - - - - - - -
(+)-Nootkaton Red. - - - - - — - _
1,4-Cyclohexandion Red. n.g. | nag. 323 n.g. | ng. ‘(1)8513 + 3%%
Jasmonate
(-)-Jasmonsaure Red. - - - + + + +
(x)-Jasmonséure Red. - + - - + + + 10912 g
Methyljasmonat Red. - - 3327 + + 107192 02(?6 (1) 10%
Methyldihydrojasmonat | Red. - - g%% + + g'%”é 3%@ g%%
cis-Jasmon Red. - - - - - - - -
cis-Oxyphytodiensaure | Red. n. g. - n.g. | ng. | nag. - n.g. | n.g.
Steroide
Testosteron Red. - - - - - - - -
Testosteron Ox. - - + - + + + -
4-Androsten-3,17-dion | Red. - - + - - + - -
g;}Androsten-SB-oH?- Red. _ _ N _ _ _ _ _
5-Androsten-3(3-ol-17- Ox. B _ B _ _ _ _ _
on
Progesteron Red. + - + + + - + -
Pregnenolon Red. - - - + + - + -
Pregnenolon Ox. - - - - - - - -
Sa-Dihydro- Redox. | = | = | = | = | - | - -1 -
pregnenolon
Cholestan-3-on Red. - - - - - - - -
B-Sitosterol Ox. - - - - - - - _
Stigmasterol Ox. - - - - - - - _
Flavonoide
trans-Chalkon Red. - + + + + + + +
Flavanon Red. - + + + + + + +
2’-Hydroxyflavanon Red. - - + + + + + +
6-Hydroxyflavanon Red. - - + - - + + +
7-Hydroxyflavanon Red. - - + - - + + +
Flavon Red. - - - - - - — -
6-Methoxyflavon Red. - - - - - - - -
3-Hydroxyflavon Red. - - - - - - - -
Daidzein Red. - - - - - - - -
Genistein Red. - - - - - - - -
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441 TRL Enzyme sind keine Tropinonreduktasen
TRL Proteine wurden auf Grund ihrer hohen Sequenzéhnlichkeit (=50 %) und ihren

Ubereinstimmungen in wichtigen Sequenzmotiven gemeinsam mit den Tropinonreduktasen
in die SDR-Familie SDR65C eingeordnet (Persson et al., 2009). Ein Docking von Tropinon in
TRL Homologiemodelle (At2g29150, At2g29350, At2g29330) zeigte die Positionierung des
Ketons im akzeptablen Abstand zum C4-Hydrid von NAD(P)H (Reinhardt et al., 2014). Die in
vitro Aktivitatsuntersuchung der TRLs aus den (nor-)tropanalkaloidfreien Arten A. thaliana
und C. rubella sollte die Funktion bestatigen. Jedoch katalysierte keines der untersuchten
TRL Enzyme die Reduktion von Tropinon bei pH 6,4 oder die Oxidation von Tropin oder
Pseudotropin bei pH 9,0 (Tab. 58). Die Tropinonreduktase aus Cochlearia officinalis CoTR
hingegen katalysierte diese Reaktionen unter den gleichen Bedingungen aber mit geringer
Substrataffinitdt und Umsatzrate im Vergleich zu rekombinanten Tropinonreduktasen aus
Solanaceen (Tab. 59).

Tab. 59 Reduktion von Tropinon durch rekombinante Solanaceen TRs

Tropinonreduktion
Enzym Pflanze pH K., [flM] Keat [S7'] Referenz
DsTRI Datura stramonium 7,0 117 25,60 (Nakajima et al., 1999)
DsTRII  Datura stramonium 7,0 48 2,73 (Nakajima et al., 1999)
SdTRIl  Solanum dulcamara 6,4 25 14,38 (Freydank et al., 2008)
StTRII Solanum tuberosum 6,4 33 1,30 (Keiner et al., 2002)

Stickstoffhaltige Tropinonanaloga wie Chinuclidin-3-on und N-Alkyl-Piperidin-4-one wurden
nur von einzelnen TRLs mit nicht quantifizierbarem Umsatz reduziert (Tab. 58, Abb. 22). Sie
stellen nicht die bevorzugten Substrate der TRLs dar.

Kurzlich wurden in Dendrobium nobile (Orchidaceae) zwei weitere TR/TRL Proteine, DnTR1
(Chen et al., 2013) und DnTR2 (Cheng et al., 2013) mit 58 % Aminosauresequenzidentitat
zueinander, gefunden. Beide Enzyme wiesen eine hohe Ahnlichkeit von 57 % (DnTR1) und
58 % (DnTR2) zu CoTR auf. DnTR1 katalysierte in vitro stereospezifisch die Reduktion von
Tropinon zu Tropin wahrend DnTR2 Tropinon nicht als Substrat akzeptierte (Chen et al.,
2013; Cheng et al., 2013).

Ein Vergleich der Substratbinderegionen von DsTRI, DsTRII, CoTR und DnTR1 mit denen
der TRLs (einschlieBlich DnTR2) kann zur Klarung der Unterschiede beim in vitro
Substratumsatz beitragen (Abb. 46). Die verantwortlichen Aminosauren fir die
unterschiedliche Stereospezifitat der Tropinonreduktasen aus Datura stramonium wurden mit
Mutageneseexperimenten identifiziert (Nakajima et al., 1999). In DsTRII bindet ein negativ
geladenes Glutamat (E156) den protonierten Tropinon-Stickstoff und flihrt so zur Ausrichtung
des Substrats fur die Reduktion zu Pseudotropin. Der Austausch des Glutamats in Valin in
DsTRII (E156V) und umgekehrt in DsTRI (V168E) fuhrte jeweils zum Verlust der absoluten
Stereospezifitat der Enzyme (Abb. 46, blau). Durch weitere zusatzliche
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Aminosaureaustausche (fur DsTRII: S148A, Y100H, L210I, L213F, analog fir DsTRI) wurde
der Effekt kumulativ verstarkt und die Stereospezifitat bis zu maximal 90 % umgekehrt.
CoTR, DnTR1 und die TRLs (einschlieBlich DnTR2) zeigen bereits im Aminoséaure-
sequenzalignment einen gravierenden Unterschied zu den Tropinonreduktasen aus
Solanaceen. Sie weisen eine Licke auf, die zu einer rAumlichen Einschrankung im aktiven
Zentrum fOhrt (Abb. 46). Trotzdem sind CoTR und DnTR1 im Gegensatz zu den TRLs
funktionale Tropinonreduktasen (Brock et al., 2008; Chen et al., 2013). In einem von Andrea
Brock erstellten CoTR-Homologiemodell (Brock et al., 2008) liegt das Tropinon im aktiven
Zentrum in der N&he eines Tyrosins (Y209, Position 2, Abb. 46). Die Rotation des flexiblen
Hydroxybenzenrings und anschlieBendes Docking von Tropinon in das aktive Zentrum
resultierten in zwei unterschiedlichen Konformationen des Tyrosins, die die
entgegengesetzte Orientierung des Tropinons und damit die Bildung beider Alkoholprodukte
erklaren kdnnten. Die Mutante CoTR-Y209S zeigte keine Tropinonreduktaseaktivitat (Brock
et al., 2008). Auch die tropinonreduzierende DnTR1 aus Dendrobium nobile besitzt dieses
Tyrosin (Y214), wahrend DnTR2 an gleicher Position ein Leucin (L210) trégt und die
Tropinonreduktion nicht katalysiert (Position 2, Abb. 46).

DsTRI TEKDYNIIMGTNFEAAYHLSQIAYPLLKASQONGNVIFLSSIAGFSALPSVSLYSASKGAI 178
DsTRII TVEDYSLIMSINFEAAYHLSVLAHPFLKASERGNVVEFISSVSGALAVPYEAVYGATKGAM 166
DnTR1 TAEDYSFMMSTNLESAFHLSQLAHPLLKASGEGSIVFISSIAGLLGYPDIAIYSATKGAL 180
DnTR2 SEEDYSFIMKTNFDAAFHICQLAHPLLKASGNGSIVFISSVAGVVAISSGVIYAATKAAM 176
At5g06060 SSEEYAKIMSTNLESAFHLSQIAHPLLKASGVGSIVFISSVAGLVHLSSGSIYGATKGAL 168
-61NAt2g29260 TAGEFSTLMSTNFESVFHLCQLAYPLLRESKAGSVVEFISSVSGEVSLKNMSVQSSTKGAI 167
CoTR TSEDFSFLMSTNLESSFHLSQLAHPLLKSSGLGSIVLISSVASVVHVNVGSIYGATKGAM 175
CrTRL26 TSEDFSFTMATNLESAFHLSQLAHPLLKASGSGNIVLISSVSGVVHVTGASMYGASKGAL 175
At2g29350 TAEDFSFVMATNLESAFHLSQLAHPLLKASGSGSIVLISSAAGVVHVNVGSIYGATKGAM 174
At2g29360 TAEDFSFTMATNLESAFHLSQLAHPLLKASGSGSIVLISSVSGVVHVNGASIYGVSKGAM 175
At2g29150 TAEDYSFLMATNLESAFHLSQIAHPLLKASGSGSIVEFMSSVAGLVHTGA-SIYGASKGAM 174
At2g29330 EAEDFSFLISTNLESAYHLSQLSHPLLKASGNGIITFISSAAGIVSFDAASIYGLTKGAL 166
Koo o tX¥o, o orriFoxrooxox o pokxoo P
DsTRI NQMTKSLACEWAKDNIRVNSVAPGVILTPLVETNIKKNPHQKEEIDNFIVKTPMGRAGKP 238
DsTRII DQLTRCLAFEWAKDNIRVNGVGPGVIATSLVE IQ-DPEQKENLNKLIDRCALRRMGEP 225
DnTR1 NQLTKNFASEWGKDGIRTNCVAPGVTRTPLSIPMLE-——-DEEVARKMA-ILPLGRIGEP 235
DnTR2 NQITKNLACEWAKDNIRINSVSPWYIKTSLVNHHLE-———KENFLNSVVSRTPLNRVGEA 232
At5g06060 NQLTRNLACEWASDNIRTNCVAPWYIKTSLVETIHLE-——-KKEFVEAVVSRTPLGRVGEP 224
-61NAt2g29260 NQLTRSLACEWAKDNIRINAVAPWYIKTSMVEQWYLS—-——--NKEYLEEVYSMTPLGRLGEP 223
CoTR NQLARNLACEWASDSIKVNSVCPGFISTPLASNHFRNEEFKKEVENIIPTGRVGEA 231
CrTRL26 NQLGRNLACEWASDNIRVNSVCPWEIATPFVNEWLS-——--DKEFRNEVESRPPMGRVGEP 231
At2g29350 NQLARNLACEWASDNIRTNSVCPWYITTPLSND|#EF ————— DEEFKKEAVRITPMGRVGEA 229
At2g29360 NQLGRNLACEWASDNIRTNSVCPWEIETPLVTEFLS———--NEEFRKEVESRPPMGRVGEV 231
At2g29150 NQLGRSLACEWASDNIRVNSVCPWVITTPLTSEFMFS———-DEKLRKAVEDKTPMGRVGEA 230
At2g29330 NQLARNLACEWAKDGIRANAVAPNFITTALAKPFLE————DAGFNEILSSRTPLGRAGEP 222

sk kX X ke X Kk K * * k.

Abb. 46 Sequenzalignment der TR/TRL-Substratbinderegion

rot: katalytische Tetrade blau: DsTRI V168, DsTRII E156
Position 1a: konserviertes Glycin in funktionalen TRs Position 1b:  meist aromatische AS in TRL
Fesfiele: Y209 in CoTR (Brock et al., 2008) Position 3: TRL-spezifisch, meist Arginin

Erstellt mit Gonnet-Matrix in ClustalW2. * Zeigt Positionen mit konservierten Aminoséuren an.
: Zeigt Konservierung zwischen Gruppen mit sehr &hnlichen Eigenschaften an (> 0,5).
. Zeigt Konservierung zwischen Gruppen mit weniger dhnlichen Eigenschaften an (< 0,5).
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Durch den alleinigen Austausch von Tyrosin in Valin an Position 1b (grau, Abb. 46) gelang
es aus der TRL DnTR2 die Mutante DnTR2-Y201V, mit quantifizierbarer Tropinonreduktase-
aktivitat aber geringer Substrataffinitat (K., = 57,75 mM), zu erzeugen (Cheng et al., 2013).
Eine weiterer systematischer Unterschied zwischen funktionalen Tropinonreduktasen und
TRLs ergibt sich an Position 1a (gelb, Abb. 46). In allen Sequenzen funktionaler
Tropinonreduktasen befindet sich dort die kleinste Aminosaure Glycin (DnTR1, CoTR, TRl
und TRIl), wahrend die TRLs entweder ein raumgreifendes Tryptophan (altes Cluster A und
modernes Cluster B, Abb. 7, sowie DnTR2) oder ein Asparagin (modernes Cluster C,
Ausnahme: Serin in CrTRL22) aufweisen. Die genannten Unterschiede in den
Aminosauresequenzen zwischen funktionalen TRs und TRLs bieten interessante
Ansatzpunkte fir Mutageneseexperimente.

4.4.2 Reduktion kleiner lipophiler Carbonyle
Die untersuchten TRLs akzeptierten Tropinon und dessen Analoga nicht oder nur schlecht

als Substrate. Dies war der Ausgangspunkt fir die Suche nach anderen mdglichen
Substraten fur die TRLs.

Kleine lipophile Carbonyle passen gut in die aktiven Zentren der TRLs, die vorwiegend mit
hydrophoben Aminosauren ausgekleidet sind. Dariiber hinaus sind sie auch von biologischer
Relevanz. Aus Gewachshauskulturen von A. thaliana wurden aliphatische Aldehyde von
Octanal bis Tetradecanal (C8-C14) sowie das Keton 6-Methyl-5-hepten-2-on isoliert (Rohloff
and Bones, 2005). Als typische Autolyseprodukte wurden auch Cyclocitral und
Geranylaceton nach Verletzung des pflanzlichen Gewebes gefunden. Die aromatischen
Verbindungen Benzaldehyd und Phenylacetaldehyd wurden von Bliten von A. thaliana (auch
Alkohole und 2,6-Dimethylbenzaldehyd, (Rohloff and Bones, 2005)) und A. lyrata (Peer and
Murphy, 2003) emittiert. Auch p-Anisaldehyd wurde in verschiedenen Arten der Gattungen
Brassica und Sinapis gefunden (Tollsten and Bergstrom, 1988).

Weiterhin ist bekannt, dass nach Verletzung oder abiotischem und biotischem Stress
Pflanzen fllichtige Substanzen aus den griinen Blattern (Green leaf volatiles) freisetzen. Das
sind C6-Alkohole, Aldehyde und deren Ester, die aus dem oxidativen Abbau von
Linolensaure oder Linolsaure entstehen (Matsui, 2006). Reaktive gesattigte oder
a,B-ungesattigte Carbonyle missen in der Pflanze schnellstmdglich zu Alkoholen reduziert
werden, da sonst toxische Wirkungen durch Interaktionen mit Proteinen auftreten kénnen
(Yamauchi et al., 2011). Ungesattigte Kohlenstoffbindungen kénnen Michael-Addukte mit
Thiol- und Aminogruppen eingehen. Aldehyde kdnnen Imine (Schiffsche Basen) oder
Enamine mit priméren bzw. sekundaren Aminogruppen bilden. Einige der fir den Abbau
reaktiver Carbonyle verantwortlichen zytosolischen und chloroplastidaren Reduktasen (AKR,
SDR) wurden bereits entdeckt (Yamauchi et al., 2011). In diesem Zusammenhang rickte
auch At2g29350 als mdgliche beteiligte Carbonylreduktase in den Fokus. Unter den von
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Yamauchi und Mitarbeitern verwendeten Reinigungs- und Reaktionsbedingungen zeigte das
Protein keine Aktivitat gegentiber Substraten wie Propionaldehyd, Butyraldehyd, Butan-2-on
und a,B-ungesattigten Aldehyden. In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings eindeutig
gezeigt werden, dass Pentanal und langere aliphatische Aldehyde ohne a,B-Doppelbindung
von At2g29350 in vitro reduziert wurden (3.3.4). Die meisten der untersuchten TRLs
katalysierten die Reduktion aliphatischer Aldehyde und Ketone, jedoch war die Reaktion nur
in einigen Fallen quantifizierbar (Tab. 58). Vor allem CoTR, At2g29350 sowie At2g29330
katalysierten die Reaktionen mit unterschiedlicher Substrataffinitdt und eher geringer
Umsatzrate.  Die Aldehyde
Indol-3-carbaldehyd wurden nur von At2g29350 und zum Teil von CoTR quantifizierbar

aromatischen Benzaldehyd,  p-Anisaldehyd  und
reduziert (79 % Aminosauresequenzidentitdt zwischen beiden Enzymen). Vor allem im
Zusammenhang mit den Aldehyd-Substraten traten haufig Reaktionshemmungen auf, die
eine Auswertung der Daten mit der Gleichung fir unkompetetive Substrathemmung
erforderten. CoTR wurde durch Pentanal, Citronellal und Benzaldehyd in mikromolaren
Konzentrationen massiv gehemmt. Benzaldehyd inhibierte auch At2g29350 stark. At2g29330
wurde von Pentanal in &hnlichen Konzentrationsbereichen ebenfalls gehemmt. Eine
maogliche Erklarung ist die Bildung eines unproduktiven Enzym-Substrat- oder Enzym-
Produkt-Komplexes, der unter SDR Enzymen mit bekanntem bi-bi-Reaktionsmechanismus

weit verbreitet ist (Tab. 60).

Tab. 60 Substratinhibition bei SDR Enzymen

EC-/SDR- . Substrat/ Inhibitions-
Enzym Nummer Reaktion Inhibitor mechanismus Referenz
Vitis vinifera 1.1.1.219  geordnet  Dihydro- Lér.lgrggélr(omplex (Trabelsi et
DFR SDR108E bi-bi quercetin E-NADP**S al., 2011)
Papaver unproduktive (Higashi et
brapcteatum 1.1.1.248 geordnet Salutaridin Substratbindung; al., 2011;
SalR SDR114C bi-bi ENADP*.S- Ziegler et
Komplex al., 2009)
Homo : unprod. Komplex
N N
17BHSD1 (NADPH-abhangig) "
Leishmania 1.5.1.33 geordnet  Dihydropteridin, lé?g%?d:gﬂgéﬁ; glé%%a ﬁl;?é"
major PTR1 SDR bi-bi Dihydrofolat Interaktion etal. 1997)
. Bindung eines
hDeL(?asr;Ogr?él;;asis 1.1.11 geordnet égiigrr:,-&on NAD"-Keton (Benach et
ADH SDR109I bi-bi Cyclohexandn Addukts im al., 1999)
aktiven Zentrum

E, Enzym; S, Substrat der Reduktion; unprod., unproduktiv; *Aminosduresequenz unbekannt.

Denkbar wére auch eine chemische Interaktion zwischen Aldehyd und primaren oder

sekundédren Aminen des Proteins, wobei CoTR anfalliger zu sein scheint als die anderen
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Enzyme. Der Nachweis einer chemischen Modifikation von CoTR durch Pentanal mit
Proteinmassenspektrometrie verlief jedoch negativ (Dr. C. Ihling, AG Prof. Sinz, MLU Halle,
persénliche Kommunikation). Ob eine in vitro beobachtete Enzymhemmung von biologischer
Relevanz ist, l&sst sich nicht belegen, da sie meist erst bei unphysiologisch hohen
Substratkonzentrationen auftritt.

Indol-3-carbinol und Indol-3-carbaldehyd entstehen neben anderen Produkten beim
InsektenfraB-induzierten Abbau von Indol-3-ylmethylglucosinolat (Glucobrassicin) (Kim et al.,
2008) (Abb. 47). Die Hydrolyse von Glucobrassicin, dem Hauptindolglucosinolat in
Arabidopsis und Brassica, wird entweder durch das Enzym Myrosinase oder durch Saure
(pH 2) katalysiert (Tiedink et al., 1991). Der Alkohol Indol-3-carbinol ist instabil und reagiert in
Pflanzenextrakten und als gel6ste Reinsubstanz zum Diindolylmethan und hdéheren
Oligomeren (Buskov et al., 2000). Die ersten nachweisbaren Abbauprodukte
tetradeuterierten Glucobrassicins in Wurzeln von RiUbsen (Brassica rapa) waren
Indol-3-carbaldehyd und Methylindol-3-carboxylat (Pedras et al., 2002). Diese Produkte
wurden ebenfalls nach Inkubation von Stangeln des Braunen Senf (Brassica juncea) mit dem
strukturell verwandten Phytoalexin Brassinin detektiert (Pedras et al., 2002) (Abb. 47).

Konjugate
Oligomere

Glucobrassicin 0

(@)
\ OH _0 OH OMe
©f\§ 1 Ejf\g 2 \_ S \
/ N N N N
H H H H

Brassinin  |ndol-3-carbinol  Indol-3-carbaldehyd  Indol-3-carboxylsaure Methylindol-
(instabil) 3-carboxylat

Abb. 47 Hypothetischer Verlauf der Biosynthese von Methylindol-3-carboxylat

1 Oxidation: ~ Katalysiert durch Oxidoreduktasen? Funktion fir TRLs?

2 Oxidation:  Katalysiert durch Aldehyddehydrogenasen?

3 Methylierung: Katalysiert durch Methyltransferasen?

Alternativ wére die primare Entstehung des Aldehyds und die enzymatische Reduktion zum Alkohol
denkbar. Das hypothetische Reaktionsschema entstand in Anlehnung an Pedras et al., 2002 und Kim
et al., 2008.

Auch ohne Beteiligung pflanzlicher Myrosinase waren die Abbauprodukte des
Glucobrassicins nach FraB an Blattern von A. thaliana im Honigtau der Griinen
Pfirsichblattlaus (Myzus persicae) nachweisbar (Kim et al., 2008). Neben Konjugaten von
Indol-3-carbinol mit Aminosauren (Prolin, Leucin, Isoleucin, Cystein), Glutathion und
Ascorbat wurden auch Indol-3-ethanol und Indol-3-carbaldehyd im Honigtau gefunden. Eine
kinstliche Diat mit Indol-3-carbinol fihrte in Blattlausen zur Beobachtung, dass verschiedene

Indol-3-methylkonjugate das Fressverlangen der Schadlinge minderten. Indol-3-carbinol und
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Konjugate mit Cystein reduzierten wahrend der Didt auch die Reproduktionsraten der
Blattlduse.

Die enzymatisch katalysierte Oxidoreduktion von Indol-3-carbinol und Indol-3-carbaldehyd
wurde bisher noch nicht beschrieben (Abb. 47). CoTR und At2g29350 katalysierten diese
Reaktion in vitro in beide Richtungen allerdings mit vergleichsweise geringen Affinitdten und
Umsatzraten. Eine Bedeutung firr die in vivo Synthese der Verbindungen im Rahmen des
Indolglucosinolatabbaus ist angesichts der erhaltenen Daten fragwurdig.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich in vitro unter den kleinen lipophilen
Carbonylverbindungen Substrate fir die TRLs, mit biologischer Bedeutung fiir Pflanzen und
speziell far Brassicaceen, finden lassen. Die untersuchten Enzyme weisen dabei
Unterschiede in Substratakzeptanz, -affinitat und -umsatz auf.

4.4.3 Stereospezifische Reduktion zyklischer Terpene und Analoga
Die enzymatisch katalytisierte Reduktion der Methylcyclohexanone ist eine Eigenschaft der

TRLs, die sie mit den funktionalen Tropinonreduktasen aus Solanaceen und Cochlearia
officinalis teilen. Die TRLs des alten Clusters A unterscheiden sich in ihrer Substrataffinitat
gegenlber diesen Verbindungen stark von denen der modernen Cluster B und C (Abb. 7,
Tab. 58). Substratsattigungsbedingungen wurden fir At5g06060 und -61NAt2g29260Q220Y
auch in unphysiologisch hohen Konzentrationsbereichen kaum oder gar nicht erreicht (Abb.
A4 im Anhang). Die Berechnung der Parameter K., und V. war mit den erhaltenen Daten
nicht méglich. Alle anderen untersuchten TRLs akzeptierten die Cyclohexanone sowie deren
Alkohole mit guten Affinitdten (K, <1 mM) und unterschiedlichen Wechselzahlen (k). Die
bekannten TRII zeigten gegeniber diesen zyklischen Ketonen generell geringe Affinitéaten
mit Kn-Werten zwischen 2-8 mM (Freydank et al., 2008; Hashimoto et al., 1992; Portsteffen
et al.,, 1994), wahrend die TRI mit K,-Werten von 10-30 uM hdéhere Affinitdten aufwiesen
(Hashimoto et al., 1992; Portsteffen et al., 1994). Cyclohexanon ist als Grundstruktur
zahlreicher nattirlich vorkommender Terpenketone anzutreffen.

Bei der Analyse des Spektrums fllchtiger Verbindungen in kultivierten Arabidopsis thaliana
(Columbia Wildtyp) Pflanzen und Pflanzenteilen wurden 24 Monoterpene und 26
Sesquiterpene detektiert (Rohloff and Bones, 2005). Mit Ausnahme von Verbenon, das
sowohl in A. thaliana (Rohloff and Bones, 2005) als auch in Brassica nigra (Tollsten and
Bergstrom, 1988) gefunden wurde, trugen diese Terpene weder eine reduzierbare Keto-
oder Aldehydfunktion noch eine oxidierbare Alkoholfunktion. Von Verbenon existieren zwei
Enantiomere ((1R)-(+) und (15)-(-)), von denen (1S)-(-)-Verbenon verfligbar war und als
Substrat getestet wurde. CoTR und die TRLs katalysierten dessen Reduktion jedoch nicht.
Die in A. thaliana enthaltenen Alkohole Linalool, p-Cymen-8-ol und a-Terpineol kamen auf
Grund ihrer tertidren Alkoholfunktion nicht fir eine Hydridibertragung vom Carbonyl-
Kohlenstoff auf das Cosubstrat NAD(P) wahrend der Oxidation in Frage.
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Aus der Vielfalt der natirlich vorkommenden Terpenketone wurden Verbindungen mit
reduzierbarer Keto- oder oxidierbarer Alkoholfunktion ausgewahlt und getestet (3.3.5). Mit
Ausnahme von Verbenon kommen die ausgewahlten Mono- und Sesquiterpene nicht in
Brassicaceen vor. Trotzdem wurden sie von Vertretern der TRLs als Substrate akzeptiert
und zum Teil sogar stereospezifisch reduziert (Tab. 61). CoTR und die TRLs At2g29350 und
At2g29150 katalysierten die Reduktion der Monoterpene (-)-Menthon, (-)-a-Thujon und
(-)-Carvon mit quantifizierbarem Umsatz. Dabei katalysierte At2g29150 (Nr.8B) diese
Reaktionen stets stereospezifisch und At2g29350 (Nr. 7B) nicht (Tab. 61). Die Oxidation der
Menthole verlief enantioselektiv. At2g29350 katalysierte die Oxidation von (-)-Menthol,
wahrend CoTR und At2g29150 (+)-Neomenthol préaferierten.

Tab. 61 Stereospezifitat der Monoterpenreduktion fiir CoTR und TRLs

Enzyme (Nummerierung siehe Tab. 57)
Substrat Produkte 1A | 3A | 4B 5B 6B | 7B | 8B 9C
N 1. (+)-Neomenthol 100 | 100 | 40 | 100 | 100 | 10 | 100 | 100
()-Menthon | >" | Menthol o | o!60| 0] 09| 0] o
NP 1. (-)-Neothujol | 1T oo o0 [=20]0]_
()-a-Thujon | »™ 3 Thyiol 100 | 100 | 100 | 80 | 100
(-)-Carvon 1. (-)-trans-Carveol 100 | 100 | 100 | 100 | | 80 | 100 | _
2. (-)-cis-Carveol 0 0 0 0 20 0
()-Fenchon | 1- (*)-a-Fenchol | 140 [fo0[ 80 [35] 95 | _
2. (+)-B-Fenchol 60 | 0 | 20 | 65| 5
i 1. (-)-Isoborneol 0 _ _ _ _ _
(+)-Campher | 5" |\ Borneol - | 7 | 100

Die Zahlen geben das Produktflachenverhaltnis [%] der GC-MS-Produktanalyse wieder.
- Mit GC-MS kein Produkt nachweisbar.

Die Bizyklen (-)-Fenchon und (+)-Campher sowie der Alkohol (-)-Borneol wurden
ausschlieBlich von CoTR quantifizierbar reduziert bzw. oxidiert (Tab. 58). Diese
Verbindungen sind dementsprechend nicht als Substrate fir die TRLs aus Brassicaceen
geeignet. Alle weiteren getesteten Monoterpene sowie das Sesquiterpen (+)-Nootkaton
wurden von den untersuchten Enzymen nicht reduziert oder oxidiert (Tab. 49). Vermutlich
liegt der Grund hierfir in der weniger flexiblen Cyclohexenon-Struktur dieser Verbindungen
(Ausnahmen: Pulegon — Methylensubstituent, Carvacrol — Aromat).

Tab. 62 Menthonreduzierende SDRs (SDR114C)

Enzym MpMNR MpMMR AaRed1 CaMNR1
K k K k K k K k
Substrat o cat 4 cat - cat " cat
@M) ) | @M ) [ eM (s) | @M (s
(-)-Menthon 674 0,06 3,0 0,60 7,1 0,60 35,1 0,04
(+)-Neomenthol >1000 0,06 keine Aktivitat 305 0,91 113,2 0,13
(-)-Menthol keine Aktivitat + + keine Aktivitat
pH Red./ pH Ox. 9,3 9,3 7,0 7,0 7,0 7,0 7,5 9,0
(Davis et al., (Davis et al., (Ryden et al., (Choi et al.,
Referenz 2005) 2005) 2010) 2008)

Mp, Mentha x piperita; Aa, Artemisia annua; Ca, Capsicum annuum; + Produktbildung nachgewiesen.
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Ein ahnliches Substratakzeptanzverhalten wie At2g29350 und At2g29150 zeigte die
Oxidoreduktase AaRed1 aus Artemisia annua (Asteraceae), die ebenfalls zu den klassischen
SDRs gehort (SDR114C) (Ryden et al., 2010). Das Enzym reduzierte (-)-Menthon zu den
zwei diastereomeren Alkoholen und katalysierte enantioselektiv die Oxidation von
(+)-Neomenthol zu (-)-Menthon (Tab. 62). Daneben katalysierte es aber auch die Reduktion
von a- und B-Thujon und von (+)- und (-)-Dihydrocarvon. Nicht akzeptiert wurden von
AaRed1 (+)-Menthol, (-)-Neomenthol, (*)-Borneol, Isopiperitenol sowie (+)-Menthon,
(x)-Campher, Nootkaton und Citral.

Auch in der menthon- und mentholfreien Art Capsicum annuum (Solanaceae) wurde eine als
,Menthon:(+)-Neomenthol-Reduktase” (CaMNR1) bezeichnete SDR gefunden (Choi et al.,
2008). Diese reduzierte (-)-Menthon in vitro bei pH 7,5 zu 93 % (+)-Neomenthol und 7 %
(-)-Menthol (Tab. 62). Eine mdgliche Funktion fir CaMNR1 wurde in der Beteiligung an der
Pathogenabwehr der Pflanze postuliert, da die Autoren fir (+)-Neomenthol und (-)-Menthol
eine Wachstumshemmung auf pflanzenpathogene Bakterien (Pseudomonas syringae pv
tomato DC3000, Xanthomonas campestris pv vesicatoria) und Pilze (Alternaria brassicicola,
Colletotrichum coccodes) nachwiesen. Das Postulat erscheint allerdings zweifelhaft wegen
des Fehlens von Menthon und seiner Reduktionsprodukte in der Paprikapflanze. Weitere
Monoterpene und andere ahnliche Verbindungen wurden bisher nicht als Substrate fir
CaMNR1 getestet.

Klassische SDRs wie die TRLs und die menthonreduzierenden SDR114C aus menthon-
freien Pflanzen besitzen ein vielféltiges Substratspektrum im Bereich kleiner flexibler
lipophiler Terpenketone. Die in dieser Arbeit gezeigten Beispiele bilden dabei wahrscheinlich
nur einen kleinen Teil der potentiell méglichen Substrate. Die Strukturen der experimentell
getesteten Verbindungen sind Grundlage fir die Ableitung von Pharmakophoren und
ermdglichen virtuelle Screening-Anséatze mit Proteinmodellen (Reinhardt et al., 2014). Damit
lassen sich weitere interessante Carbonylsubstrate fiir die TRLs finden.

4.4.4 Reduktion von Jasmonaten
Jasmonsaure und deren Vorstufen und Metaboliten (Abb. 48) werden unter dem Begriff

Jasmonate zusammengefasst und gehéren zur Oxylipin-Familie der Fettsdure-Derivate.
Strukturell &hneln sie tierischen Prostaglandinen. Die Biosynthese dieser ubiquitar im
Pflanzenreich vorkommenden Hormone aus a-Linolensaure ((all-cis)-Octadeca-9,12,15-
triensdure) in Chloroplasten und Peroxisomen pflanzlicher Zellen ist hinlanglich erforscht
(Creelman and Mullet, 1997; Wasternack, 2007). Beteiligte Enzyme wurden vor allem im
Modellorganismus A. thaliana und in den Solanaceen Solanum lycopersicum und Nicotiana
attenuata entdeckt und intensiv untersucht. Als biologisch aktive Form der Jasmonsaure
wurde das Aminosaurekonjugat (+)-7-iso-dJasmonoylisoleucin ((+)-7-iso-JA-lle) identifiziert
(Fonseca et al., 2009b). Die Wirkungen der Jasmonate in der Pflanze sind vielféltig. Zum
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einen sind sie wichtige Signalmolekile bei zahlreichen Entwicklungsprozessen wie Fertilitat,
Festlegung des Geschlechts, Wurzellangenwachstum, Fruchtreife und Seneszenz. Zum
anderen sind sie bedeutsam als Signale der pflanzlichen Abwehr gegenlber biotischem
(z. B. Pathogenbefall, mechanische Verletzung) und abiotischem Stress (z. B. Trockenheit,
UV-Licht) (Wasternack, 2007).

0]
cis-Jasmon
JA-1-B-glucose 411
oder -gentiobiose 19-OH-JA — 7 12-OH-JA-SOs
v& 3 V 4 1 5*12-0O-Glucosyl-JA
o) 12 0

_— 5 ! ‘\¢//

O E— 0O

OH o—

(+)-7-iso-JA MeJA

AR

(-)-JA-ACC (-)-JA-lle
OH

“\\\¢//

)

ACC 1-Aminocyclopropan-
7-iso-CA  0OH 1-carboxylsaure
2 1.1 CA Cucurbinsaure
o JA Jasmonsaure
lle Isoleucin

CA-6-g-D-Glucoside MeJA Methyljasmonat

Abb. 48 Metabolismus von (-)-Jasmonsaure

1 Spontane Epimerisierung zwischen instabiler (+)-7-iso-JA und der stabileren Form (-)-JA.

2 Glycosylierung der Carboxylfunktion, Enzyme nicht bekannt (Swiatek et al., 2004).

3 Decarboxylierung zu cis-Jasmon, Beteiligung von Enzymen nicht bekannt (Koch et al., 1997).

4.1 12-Hydroxylierung, Enzyme nicht bekannt.

4.1.1 12-Sulfatierung durch Enzym 12-OH-JA-Sulfotransferase (Gidda et al., 2003).
4.1.2 12-O-Glucosylierung, Enzyme nicht bekannt (Sembdner and Parthier, 1993).

5 Methylierung durch Jasmonat-O-Methyltransferase EC 2.1.1.141 (Seo et al., 2001).

6 Konjugation mit Aminosduren (lle, Leu, Val, Phe, etc.) durch JA-Konjugat-Synthasen EC 6.3.-.-
(AtJAR1 (Staswick and Tiryaki, 2004); Nicotiana attenuata JAR4 (Kang et al., 2006), Solanum
lycopersicum JAR1 (Suza et al., 2010)).

7.1 Reduktion des Cyclopentanons, Bildung von Cucurbinsduren (Sembdner and Parthier, 1993),
Enzyme bisher unbekannt. Die Reduktaseaktivitat wurde fiir die TRLs in vitro nachgewiesen!

7.1.1 6-O-Glucosylierung zu 6-B-D-Glucosiden (Fukui et al., 1977b), Enzyme nicht bekannt.

8 Konjugation mit 1-Aminocyclopropan-1-carboxylsdure (Vorstufe von Ethylen), AtJAR1 katalysierte
die Reaktion in vitro (Staswick and Tiryaki, 2004).

Die Abbildung wurde aus Wasternack, 2007 entnommen und modifiziert. Zur Verbesserung der

Ubersichtlichkeit sind nur die Hauptstrukturen dargestellt.
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Die zahlreichen Wirkungen von (+)-7-iso-JA-lle werden Uber unterschiedlichste Jasmonat-
responsive Gene und deren Transkriptionsfaktor-vermittelte Expression gesteuert (Cheng et
al., 2011; Chini et al., 2007). Der genaue Wirkmechanismus der Jasmonate wurde
inzwischen aufgeklart (Fonseca et al., 2009a).

Neben (+)-7-iso-JA-lle existieren auch andere aktive Jasmonate wie die Vorstufe
cis-Oxyphytodiensaure (cis-OPDA), die Uber spezifische responsive Gene nach Verletzung
unabhéngig von Jasmonsdure wirkt (Taki, 2005). Auch die flichtigen Methylester
Methyljasmonat (Abb. 48) und 9,10-Methyldihydrojasmonat, dessen Biosynthese analog von
Linolséure ((cis,cis)-Octadeca-9,12-diensdure) ausgeht (Blechert et al., 1995), wurden in
A. thaliana detektiert (Meyer et al., 2003; Rohloff and Bones, 2005).

Zur Korrelation von Struktur und in vivo Aktivitdt natirlicher und synthetischer Jasmonate
wurden zahlreiche Versuche mit exogen applizierten Verbindungen durchgefihrt (Blechert et
al., 1995; Bodnaryk and Yoshihara, 1995; Honda et al., 2006; Seto et al., 1992; Seto et al.,
1999; Ward et al., 1999; Zhang et al., 1997). Bei diesen Versuchen mit von auBen durch
Tauchen oder Spriihen aufgetragenen Jasmonaten, spielen die Penetration in das
pflanzliche Gewebe und die Permeation durch die Zellmembran eine groBe Rolle. Es
bestehen Unterschiede in der Diffusion durch die Zellmembran zwischen den lipophilen
Methylestern und den entsprechenden Sauren (pK, 4,50), deren Dissoziationsgrad vom pH-
Wert abhéngig ist (Dahte et al., 1993). Die Ergebnisse der in vivo Untersuchungen bilden
daher vermutlich nur einen Teil der Wirkungen der endogen vorhandenen Jasmonate ab.
Wasternack leitete aus den bekannten in vivo Untersuchungen zu Jasmonaten folgende

strukturelle Voraussetzungen fir bioaktive Jasmonate ab (Wasternack, 2007):

= Derivate von (-)-JA (nattrlich) sind biologisch aktiver als von (+)-JA (synthetisch).

= Derivate mit cis-Konfiguration an Position 3 und 7 ((+)-7-iso-JA) sind biologisch aktiver
als die trans-Verbindungen ((-)-JA).

» Ein intakter Cyclopentanon-Ring ist essentiell fir die biologische Aktivitét.

= Derivate mit intakter Pentenyl-Seitenkette sind biologisch aktiver als solche mit Pentanyl-
Seitenkette oder 11- und 12-Hydroxy-Derivate.

= Die Carboxyl-Seitenkette kann ohne Wirkverlust um das Vielfache von 2 verlangert
werden.

= Die Aktivitdt bleibt erhalten oder steigt durch Methylierung der Carboxylfunktion oder

Konjugation mit Aminosauren.

Die Methylester der natlrlich vorkommenden Jasmonsauren zeigten im Vergleich mit den
Methylestern der Cucurbinsduren (4 Stereoisomere) fast immer eine starkere biologische
Wirkung. Allerdings gab es auch hier eine Ausnahme. 6-epi-MeCA hemmte die
Samenkeimung von Kresse deutlich starker als 7-iso-MeJA (Seto et al., 1999).
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Tab. 63 Organismen mit natiirlichem Vorkommen von Cucurbinséure-Derivaten

Organismus Lokalisation CA-Derivate Bemerkung Referenz
Pilze
Botrydiplodia . (Miersch et al.,
theobromae Kulturfiltrat CA / 1087)
Coprinus . (Miersch et al.,
alkalinus Kulturfiltrat CA / 1993)
Collybia . (Miersch et al.,
dryophila Kulturfiltrat CA / 1993)
Fusarium . . (Miersch et al.,
oxysporum Kulturfiltrat CA, 7-iso-CA / 1999)
Farne
Anemia :
e e CA, 6-epi-CA, (Dathe et al.,
phyllitidis Sporen Ly /
Schizaeaceae 6-epi-7-iso-CA 1991)
Equisetum
arvense fertile Wedel CA / (Dahte et al.,
Equi 1989)
quisetaceae
Gymnospermae
Pinus mugo Ciem (AL (Knofel and
Pinaceae Pollen 7-so-CA-lle / Sembdner, 1995)
Angiospermae — Monokotyledonae
Asparagus 2 CA-Derivate .

o Spargel- . . héchster Gehalt (Gapper et al.,
officinalis spitzen (Konfiguration nach der Ernte 2002)
Asparagaceae unbekannt)

Secale cereale  unreife . (Dathe et al.,
Poaceae Karyopsen CA, 6-6pi-CA / 1991)
Angiospermae — Dikotyledonae
ggogé‘; ma Bliiten MeCA, Extrakt fur (Weyerstahl et
e 6-epi-7-iso-MeCA  Parfumindustrie  al., 1994)
utaceae
. CA, MeCA (Fukui et al.
Cucurbita pepo ’ ’ Wachstums- i
. Samen + 6-B-D- e 1977a; Fukui et
Cucurbitaceae Glucoside inhibitoren al., 1977b)
Juglans regia weibliche 6-epi-CA, / (Dathe et al.,
Juglandaceae Bliten 6-epi-7-iso-CA 1991)
Perilla 6-epi-7-iso-CA .
frutescens Blatter + 6-B-D-Glucosid, / g':;gg)a etal,
Lamiaceae 6-epi-7-iso-MeCA
, Abnahme nach
CZ‘ZZ?;IUS Keimlinge ?Kﬁr?%rgl{::ion Infektion mit (Clarke et al.,
Fabaceae (16 Tage alt) unbekannt) \F/)VelBkI_ee Mosaik  2000)
otexvirus
Solanum Anstieg in
tuberosum vegetatives e unterirdischen (Malkawi et al.,
cv Kathadin Gewebe 7-is0-MeCA Geweben 2007)
Solanaceae (Kurztag)
Vicia faba unreife Lo (Miersch et al.,
Fabaceae Friichte 6-6pi-7-iso-CA / 1989)

Konfigurationen:

(Dathe et al., 1991)

(+)-7-is0-JA (3R,79)
(-)-JA (3R,7R)

> CA (3R,6S,7S); 6-epi-CA (3R,6R,75)
> 7-iso-CA (3R,6S,7R); 6-epi-7-iso-CA (3R,6R,7R)
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Das verbreitete Vorkommen von Verbindungen der Cucurbinsdure (freie Sauren, Ester,
Isoleucin-Konjugate, Glucoside) im Pilz- und Pflanzenreich ist bekannt (Tab. 63) und deren
Biosynthese durch Reduktion des Cyclopentanon-Rings von Jasmonsaure-Derivaten ist sehr
wahrscheinlich (Abb. 48). Die verantwortlichen Enzyme fir diese Reduktion wurden bisher
jedoch nicht gefunden. Einige Vertreter der TRLs aus Brassicaceen katalysierten die
Reduktion von (-)-Jasmonsaure, Methyljasmonat und 9,10-Methyldihydrojasmonat in vitro
(3.3.6, Tab. 58). Ob und wie diese katalytische Eigenschaft der TRLs von biologischer
Relevanz ist, bleibt offen. Weiterhin ist die Aufklarung der in vivo Funktion von
Cucurbinsduren und ihrer Verbindungen fur die Pflanze von Bedeutung.

Verbindungen mit Cyclopentanol-Ring kénnten mdglicherweise als Speicherformen flr
biologisch aktive Jasmonate fungieren. SDR Enzyme sind als Oxidoreduktasen grundsatzlich
in der Lage, Reaktionen in beide Richtungen zu katalysieren. Abhangig von den
herrschenden Umgebungsbedingungen (pH-Wert) ist das Gleichgewicht zu Gunsten einer
Reaktionsrichtung verschoben. Da die enantiomerenreinen Cucurbinsduren nicht verflgbar

waren, konnte die in vitro Oxidation mit den TRLs nicht untersucht werden.

4.4.5 Selektive Oxidoreduktion von Steroiden
Steroide sind im Pilz-, Tier- und Pflanzenreich weit verbreitet und haben unterschiedlichste

Funktionen als Bestandteile von Biomembranen, als Vitamine, Hormone, Gallensauren,
herzwirksame Glykoside, Sapogenine und Krétengifte. Alle diese aus der Squalen-
Biosynthese (Acetat-Mevalonat-Weg) hervorgegangenen Verbindungen verfliigen Uber das
Steran-Grundgerist (Hexadecahydro-cyclopenta[a]phenanthren) aus drei anellierten
Cyclohexan-Ringen (A, B, C) und einem Cyclopentan-Ring (D). Die Stereokonfiguration der
Ringe wird unterschieden in die 5a-Reihe (Ringe A/B trans verknUpft; Sexualhormone) und
die 5B-Reihe (Ringe A/B cis verknlpft; Gallensauren, 53-Cardenolide) (Moss, 1989).

In Pflanzen kommen Sterole mit 33-Hydroxylfunktion und 28 (Campesterol, Brassicasterol)
oder 29 (Sitosterol, Stigmasterol) Kohlenstoff-Atomen vor. Cholesterol (Cy;) ist in geringen
Mengen ebenfalls vorhanden (Schaeffer et al., 2001). Die Oxidation der 33-Hydroxylfunktion
von Sitosterol und Stigmasterol wurde von den TRLs und CoTR nicht katalysiert, ebenso die
Reduktion des Cholestanons an Position C3 (3.3.7). Nach dem Ergebnis der in vitro
Untersuchungen gehdren pflanzliche Sterole nicht zum Substratspektrum der TRLs.

Lange Zeit war das Vorkommen tierischer Sexualhormone (C,; Pregnane, Ci9 Androstane) in
Pflanzen umstritten. Nachweise von Progesteron in Organen diverser Pflanzen wurden mit
Techniken wie  Dunnschichtchromatografie = (Gawienowski and  Gibbs, 1968),
Radioimmunoassay (Simons and Grinwich, 1989) oder Gaschromatografie gekoppelt mit
Massenspektrometrie (lino et al., 2007b) geflhrt. Dabei wurden meist nur Spuren des
vermuteten Progesterons gefunden (6 ng/kg — 1,5 pg/kg Frischmasse) (lino et al., 2007b).
Simersky und Mitarbeiter analysierten nach aufwendiger Extraktion und Reinigung tierische
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Steroidhormone aus Digitalis purpurea (Plantaginaceae), Nicotiana tabacum (Solanaceae)
und Inula helenium (Asteraceae) mit UHPLC-MS/MS (Simersky et al., 2009). In allen drei
Pflanzen wurden Spuren von Progesteron und in N. tabacum und [. helenium zusatzlich
Androstendion detektiert. Zahlreiche Gene fir putative Progesteron-Rezeptoren, sogenannte
Membran-Steroid-Binde-Proteine (MSPBs), wurden von lino und Mitarbeitern aus A. thaliana
und Oryza sativa kloniert und charakterisiert (lino et al., 2007b). Dabei wurde ein
hemmender Einfluss von AtMSPB1 auf das Zellstreckungswachstum festgestellt (Yang et al.,
2005). Der definitive Nachweis von Progesteron in héheren GefaBpflanzen wurde aber erst
von Pauli und Mitarbeitern fir Juglans regia (Junglandaceae) erbracht (Pauli et al., 2010).
Sie isolierten eine ihnen unbekannte Substanz aus den Blattern des Baumes und klarten
deren Struktur mit Massenspektrometrie und 'H- und '*C-NMR auf. Die Substanz wurde
zweifelsfrei als Progesteron identifiziert. Weiterhin entdeckte die gleiche Gruppe in Adonis
allepica (Ranunculaceae) drei 3-O-sulfatierte Pregnenolone neben Cardenoliden (Pauli et al.,
2010). Auch wenn das Vorkommen von Progesteron in A. thaliana nicht absolut sicher
geklart ist (lino et al., 2007b), reduzierten einige TRLs aus dieser Pflanze das Hormon sowie
das strukturell verwandte Pregnenolon in vitro zu den C20-Alkoholen (20-Ketoreduktase-
aktivitat) (3.3.7, Abb. 39).

Aus den 70er und 80er Jahren des 20. Jahrhunderts existieren Publikationen verschiedener
Forschungsgruppen zur Inkubation von Zellkulturen oder Pflanzenorganen mit tierischen
Sexualhormonen (Tab. 64). So flhrte z. B. die Zugabe von Progesteron in unterschiedlichem
AusmaB zu den gleichen Produkten wie dessen in vitro Reduktion durch die TRLs
(4-Pregnen-20a-ol-3-on, 4-Pregnen-20B-ol-3-on). Eine enzymatische Reduktion durch
pflanzliche SDRs ist eine nahe liegende Erklarung flr die nachgewiesenen Metaboliten.
Auch die Androstene 4-Androsten-3,17-dion und Testosteron wurden nach exogener
Applikation stereospezifisch an Position C17 reduziert oder oxidiert (Tab. 64). Die gleichen
Reaktionen katalysierten auch CoTR und At2g29350 in vitro (= 17p-HSD Aktivitat) (3.3.7,
Abb. 38). Die Funktionen und Wirkungen von Steroidhormonen vom Pregnen- oder
Androsten-Typ in der Pflanze sind Gegenstand zahlreicher Untersuchungen (lino et al.,
2007a; Janeczko et al., 2003; Janeczko, 2012).

Pflanzliche Enzyme, die Pregnene oder Androstene in vitro als Substrate akzeptieren, sind
weit verbreitet und gehéren oft zur Superfamilie der SDRs. In Digitalis-Arten gibt es
pflanzliche 33-HSDs (EC 1.1.1.51, SDR110C), die in der Biosynthese der Herzglykoside die
Oxidation der 3B-Hydroxylfunktion des Pregnenolons zu Isoprogesteron katalysieren (Herl et
al., 2007). Neben der 3B-Oxidation von 5-Pregnenen zeigen diese Enzyme in vitro
gegeniber Testosteron und 4-Androsten-3,17-dion auch katalytische Aktivitat als
17B-Dehydrogenasen/Reduktasen und weisen somit eine interessante Analogie zu den
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TRLs auf. Diese wiederum katalysieren weder die Oxidation noch die Reduktion der
C3-Carbonylfunktion von Sterolen und Steroiden.

Tab. 64 Biotransformation exogener Steroide durch Pflanzen(zellkulturen)

Pflanze/ Organ/ . Reaktionsprodukte
Familie Zellkultur | ANalytik (% Ausbeute) Referenz
Reduktion von Progesteron an Position C20
;So/anum_ 4-Pregnen-20a-ol-3-on
lycopersicum (3-5 %)
0 it (40
frutl‘je scens Zellkultur- Progesteron 4-Pregnen-20a-ol-3-on (Yagen et
3 Suspension | quantitative GC (60-90 %) al., 1978)
olanaceae 1
Cath i MS, 'H-NMR
atharantnus 4-Pregnen-20B-ol-3-on
roseus (2-3 %)
Apocynaceae
g’arthenoassus 4-Pregnen-20a-0l-3-on
VF.’- (65 %)
itaceae (Graves
Rosa s Zellkultur- DC, GC, 4-Pregnen-20a-ol-3-on and
Rosacepaie Suspension Schmelzpunkt, 4-Pregnen-20B-ol-3-on Smith
P IR-Spektroskopie | (jeweils 2-10 %) 1967),
Nicotiana 4-Pregnen-20a-ol-3-on
tabacum 2
(2-10 %)
Solanaceae
Pisum sativum | Blatter HPLC mit [4-"*C]- | 4-Pregnen-20a-ol-3-on (Lin and
Fabaceae intakter Progesteron, 4-Pregnen-20B-ol-3-on Heftmann,
Pflanzen Kristallisation (20a: 1,3 %; 20B: 7,1 %) 1981)
Reduktion von 4-Androsten-3,17-dion an Position C17
DC mit [4-*C]- o
Pisum sativum 4-Androsten- Testosteron (36 %) o (Lin et al.,
: Testosteronacetat (7 %)
Fabaceae Blatter 3,17-dion, (17B-Alkohole) 1979)
intakter Kristallisation14
. HPLC mit [4-""C]-
SC;:‘/%JLZIS Planzen 4-Androsten- Testosteron (16 %) (Lin etal,
Cucurbitaceae 3,17-dion, ) 1983)
Kristallisation
Oxidoreduktion an Position C17: 4-Androsten-3,17-dion < Testosteron
o Aus Testosteron: (Hirotani
;\Ilgot/ana Zellkultur- II:I(K/,IFI{R’ MS, 4-Androsten-3,17-dion and
abacum : , .
Solanaceae Suspension Schmelzpunkt Aus 4-Androsten-3,17-dion: | Furuya,
Testosteron 1974)

Ein weiteres wichtiges Enzym der Cardenolid-Biosynthese ist die 5B-Progesteronreduktase
(SDR75U), die sowohl in 5B-cardenolidproduzierenden Arten von Digitalis (Plantaginaceae),
Erysimum (Brassicaceae) und in Nerium oleander (Apocynaceae) als auch in
cardenolidfreien Arten wie A. thaliana (VEP1 Genprodukt, At4g24220; (Herl et al., 2009)),
Mentha x piperita (Lamiaceae) und Nicotiana tabacum (Solanaceae) zu finden ist (Bauer et
al., 2010). Das Enzym katalysiert die Reduktion der A**-Doppelbindung des Progesterons zu



4 Diskussion 118

5B-Pregnan-3,20-dion, einer Vorstufe der 53-Cardenolide. Die Funktion der 53-Progesteron-
reduktasen in cardenolidfreien Pflanzenarten ist bisher nicht bekannt (Bauer et al., 2010).

In den Olkérpern (Oleosomen) der Samen von A. thaliana wurde ein Enzym mit 178- und
11B-HSD Aktivitat lokalisiert, AtHSD1 (At5g50600, SDR119C) (d'Andrea et al., 2007). Das
isolierte Enzym katalysierte in vitro die Oxidation von Estradiol zu Estron in Anwesenheit von
NADP und auch die entsprechende Rickreaktion mit NADPH (178-HSD). Weiterhin zeigte
es Oxidaseaktivitdit gegentber Cortisol und Corticosteron (11B-HSD). Das Enzym
katalysierte jedoch nicht die Oxidation der 3B-Hydroxylgruppe von Cholesterol und
Dehydroepiandrosteron, eine 3B-HSD Aktivitit wurde deshalb ausgeschlossen. Die
physiologische Funktion und die in vivo Substrate des in Olkérpern des Samens lokalisierten
Enzyms sind noch nicht aufgeklart. AtHSD1 weist eine hohe Aminosduresequenzidentitat
von 60 % zur Steroldehydrogenase Sop2 (Steroleosin-A) aus Sesamum indicum
(Pedaliaceae) auf (Lin and Tzen, 2004). Weitere Gene mit hoher Sequenzidentitat zu
at5g50600 wurden auf den Chromosomen 5, 3 und 4 gefunden und bilden ein Gen-Cluster
(Baud et al., 2009).

Als pflanzliches Gegenstiick zu den tierischen Steroidhormonen gelten die sogenannten
Brassinosteroide (BRs, C,; - Co9 Steroide) mit dem prominentesten Vertreter Brassinolid. Sie
sind fir die Regulierung zahlreicher Wachstums- und Entwicklungsprozesse in der Pflanze
verantwortlich. lhre Biosynthese ist vielstufig und einzelne Schritte sind untereinander
vernetzt (Fujioka and Yokota, 2003). Vorstufen sind die pflanzlichen Sterole Cholesterol
(Co7-BRs), Campesterol (Cos-BRs) und Sitosterol (Cyo-Brassinosteroide), die sich
voneinander nur durch die Substituenten an Position 24 unterscheiden. An den ersten
Schritten der Biosynthese ist eine 3B-HSD, A®-A*-Isomerase (SAX1-Protein, sax1 Mutante =
Zwergmutante, hypersensitiv gegentber Abscisinsaure und Auxin 1) beteiligt (Ephritikhine et
al., 1999). Das Enzym katalysiert die Oxidation wund Isomerisierung von
(2285)-22-Hydroxycampesterol zu (225,24 R)-22-Hydroxy-4-ergosten-3-on. Der Genlocus im
Genom von A. thaliana und damit die Proteinsequenz sind leider nicht bekannt, so dass das
Protein keiner Enzymfamilie zugeordnet werden kann. Am weiteren Verlauf der Biosynthese
sind vor allem CYP450-Enzyme und 5a-Reduktasen beteiligt.

Die Brassinosteroide unterscheiden sich von Pregnenen und Androstenen durch fehlende
C=C-Doppelbindungen, 5a-Konfiguration der Ringe A und B (trans), eine erhdhte Anzahl von
Hydroxylfunktionen an den Positionen 2, 3, 22, 23 sowie eine zusatzliche Carbonylfunktion
an Position 6 (Keton, Lacton). Somit weisen sie starke Unterschiede zu den von den TRLs
akzeptierten Substraten Progesteron, Pregnenolon, Testosteron und 4-Androstendion auf.
Trotzdem wurden die von Prof. Dr. Wessjohann (IPB Halle) freundlicherweise zur Verfligung
gestellten  Verbindungen 24-epi-Castasteron, 24-epi-Brassinolid und 22,23-epi-28-
Homocastasteron (Tab. 65) mit der fotometrischen Methode (2.4.1.2) als Substrate fur die
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TRLs At2g29360 und CrTRL26 untersucht. Eine enzymatisch katalysierte Oxidation oder
Reduktion vorhandener Hydroxyl- oder Ketofunktionen wurde nicht beobachtet. Eine
Beteiligung der TRLs im Brassinosteroid-Stoffwechsel erscheint angesichts dieser
Ergebnisse und der nachgewiesenen 173-HSD und 20-Ketoreduktaseaktivitédt der TRLs als

unwahrscheinlich.

Tab. 65 Verfiigbare Brassinosteroide fiir die Substratakzeptanzuntersuchung

0 o 0
24-epi-Castasteron 22,23-epi-28-Homocastasteron 24-epi-Brassinolid

4.4.6 Reduktion von Flavonoiden
Flavonoide sind ubiquitdre sekundare Pflanzeninhaltsstoffe. Ihre Biosynthese geht von

Chalkonen aus, die aus 4-Coumaroyl-CoA-Derivaten (aus Phenylpropanoid-Biosynthese,
Ring B) und drei Einheiten Malonyl-CoA (aus Fettsaure-Biosynthese, Ring A) gebildet
werden. Die Biosynthese erfolgt im Zytosol zum Teil Uber einen am endoplasmatischen
Retikulum assoziierten Enzymkomplex (Burbulis and Winkel-Shirley, 1999; Hrazdina and
Wagner, 1985). Aus den Chalkonen entstehen durch Isomerase-katalysierten Ringschluss
Flavanone (Ring C: Tetrahydropyran-4-on), die im weiteren Verlauf zu Dihydroflavonolen,
Flavonolen, Flavonen und Isoflavonen umgesetzt werden. Zytosolische Dihydroflavonol
4-Reduktasen (DFR, SDR108E, EC 1.1.1.219) katalysieren die Reduktion der Ketofunktion
von Dihydroflavonolen (= 3-Hydroxyflavanon) zu Leucoanthocyanidinen (Abb. 49 oben). Aus
diesen entstehen farbige Anthocyanidine und deren Glykoside (Anthocyane) sowie
Catechine (Flavan-3-ole), die zu kondensierten Gerbstoffen (Proanthocyanidine)
polymerisieren. DFR katalysieren auch die 4-Ketoreduktion der Flavanone Naringenin und
Eriodictyol zu den entsprechenden Alkoholen. Diese reagieren wiederum zu rot-violetten,
nicht gerbenden Phlobaphenen (Leonard et al., 2008). Neben den DFR gibt es in Fabaceen-
Arten auch Isoflavanon 4-Reduktasen (Vestitonreduktase, VR und Sophorolreduktase, SOR,
beide SDR108E), die an der Biosynthese von Phytoalexinen wie (-)-Medicarpin und
(-)-Maackiain beteiligt sind (Abb. 49 unten). Fir einzelne Vertreter der TRLs konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass sie die Reduktion von trans-Chalkon und einigen nicht oder
einfach hydroxylierten (2’-, 6-, 7-OH) Flavanonen katalysierten (3.3.8). Einzelne dieser
Verbindungen und strukturell verwandte Derivate wurden in pflanzlichen Extrakten detektiert,
darunter frans-Chalkon (Ceasalpinia sappan, Fabaceae, (Cai et al., 2005)),
7-Hydroxyflavanon (Muntigia calabura, Muntigiaceae, (Chen et al., 2005); Spatholobus
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suberectus, Fabaceae, (Shim, 2011)), 2’-Hydroxyflavon (Primula florindae, P. simplex,
P. kewensis, Primulaceae, (linuma and Mizuno, 1989)) und Flavon (Pimelea simplea,
Thymelaeaceae, (linuma and Mizuno, 1989); Alpinia officinarum, Zingiberaceae, (Wang and
Li, 2007)). Weitaus haufiger kommen aber polyhydroxylierte Flavonoide ausgehend von
Naringenin (5-, 7-, 4-OH) vor, z.B. 3-Hydroxyflavanone wie Dihydrokédmpferol und
Dihydroquercetin, die auch in A. thaliana enthalten sind (Routaboul et al., 2006). Sie
unterscheiden sich von (-)-Naringenin durch eine (3-OH) bzw. zwei (3-OH, 5-OH) weitere
Hydroxylfunktionen. Die Akzeptanz der Flavanone als Substrate durch die TRL Enzyme
hangt von der Anzahl und Position der Hydroxylfunktionen ab. Die TRLs unterscheiden sich
im Substratspektrum somit deutlich von den bekannten pflanzlichen Dihydroflavonol
4-Reduktasen (Abb. 49 oben). Eine biologisch relevante Funktion der TRLs in der
Biosynthese der Leucoanthocyanidine ist als eher unwahrscheinlich anzusehen.

Flavanonreduktion (Leonard et al., 2008; Shih et al., 2008)

R1 R1
OH OH/ Phlobaphene
R2 Ho R2
DFR i
_— A—NS> Anthocyanidine
+ NADPH
OH OH ﬂ\ Anthocyane
Flavan-3-ole
Proanthocyanidine
R1 R2 RS3 Substrat Produkt Bildung von:
H H H Naringenin Apiferol
. Phlobaphenen
OH H H | Eriodictyol | Luteoferol ? ________________
H H OH Dihydrokampferol Leucopelargonidin Anth nidinen
OH H OH Dihydroquercetin Leucocyanidin und lglcg/zr:o:eﬁ
OH OH OH Dihydromyrecetin Leucodelphinidin

Isoflavanonreduktion (DiCenzo and VanEtten, 2006; Guo et al., 1994)

HO o HO
R1
VR, SOR
HO Ro + NADPH
R1  R2 Substrat Produkt Phytoalexin

H  OCHs (3R)-Vestiton 7,2-Dihydroxy-4’-methoxyisoflavanol (-)-Medicarpin

PN N 7,2’-Dihydroxy-4’,5'-methylen- (-)-Maackiain
0-CHs-0 (-)-Sophorol dioxyisoflavanol Pisum sativum

Abb. 49 Reaktionen pflanzlicher Flavonoid 4-Reduktasen (SDR108E)

LAR, Leucoanthocyanidinreduktase; ANS, Anthocyanidinsynthase;
DFR, Dihydroflavonol 4-Reduktase; VR, Vestitonreduktase; SOR, Sophorolreduktase
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Die enzymatische Reduktion der Carbonylfunktion von Flavonen, Flavonolen und
Isoflavonen wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben. Auch die TRLs katalysierten
diese Reaktionen nicht. Vielmehr gibt es Belege fir die inhibitorische Wirkung einiger
Flavonoidaglyka auf Hydroxysteroiddehydrogenasen in vitro:

= 17B8-HSD wund Trihydroxynaphthalenreduktase (beide SDR111C) aus dem Pilz
Cochliobolus lunatus (Kristan et al., 2005; Kristan et al., 2009)
- z. B. Naringenin, Flavon, Flavonol, Biochanin A (= 4-O-Methylether von Genistein)
= humane 17B-HSD Typ 1 (SDR28C) und Typ 2 (SDR9C) (Schuster et al., 2008)
- z. B. Naringenin, Apigenin, 7-Hydroxyflavon, Genistein
= humane 17B-HSD Typ 5 (AKR) (Krazeisen et al., 2001; Lukacik et al., 2006)
- z. B. Flavanon, Naringenin, Flavon, Apigenin, 7-Hydroxyflavon, Genistein, Daidzein

Die verflgbaren Flavonoide (Tab. 52) wurden in dieser Arbeit nicht auf ihre Wirkung als
potentielle Inhibitoren der TRL Enzyme untersucht. Eine rAumliche Passung der Strukturen
in das aktive Zentrum ist aber durchaus vorstellbar. Flavanon wurde von den TRLs als
Substrat akzeptiert und Flavon, mit einer zusatzlichen Doppelbindung in Ring C, nicht. Auch
die Reduktion von 7-Hydroxyflavanon wurde von einzelnen TRLs katalysiert. Naringenin mit
zwei weiteren Hydroxylfunktionen (5-, 4-OH) wurde jedoch nicht umgesetzt.

Flavonoide waren damit auch ein guter Ausgangspunkt fiir die Suche nach potentiellen TRL
Inhibitoren.

4.5 Evolution und Funktion der TRL Proteine
Die Familie der Tropinonreduktase-ahnlichen SDRs (SDR65C) ist im Pflanzenreich weit

verbreitet. Einen kleinen Uberblick bietet Tabelle A2 im Anhang. Den aktuellen Stand Uber
die Mitgliederzahl dieser Familie bei Eukaryoten (hauptsachlich Viridiplantae) und Bakterien
gewahrt die frei zugangliche SDR-Datenbank (www.sdr-enzymes.org, Suchfeld: family name:
SDR65C, 502 Eintrage am 10.05.2014). TRL Gene kommen nicht nur bei den Land-
pflanzen, sondern evolutiondr bereits sehr frith bei den Grinalgen, z. B.
Chlamydomonas reinhardtii (UniProt-Eintrag: A81S20), Chlorella variabilis (UniProt-Eintrage:
E1ZGY4, E1ZF23) und Volvox carteri (UniProt-Eintrag: D8TT10), vor. Griinalgen und
Landpflanzen werden unter der Bezeichnung Viridiplantae (,Grine Pflanzen®)
zusammengefasst, da sie alle Chloroplasten mit Chlorophyll a und b enthalten und
fotosynthetisch aktiv sind. Bei den Landpflanzen treten TRL Gene bei Moosen
(Physcomitrella patens), Barlappen (Selaginella moellendorffi) und héheren GefaBpflanzen
von Gymnospermae (Picea sitchensis) Gber monokotyle (Vertreter der Poaceen) und dikotyle
Bedeckisamer (Vertreter der Brassicaceen, Solanaceen, Fabaceen, Euphorbiaceen,
Salicaceen, Vitaceen) auf. Innerhalb der GeféBpflanzen ist die Anzahl der TRL Gene im
Vergleich zu den Genomen von Moosen und Barlappen deutlich erhéht (meist > 5-10).
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Abb. 50 Phylogenetischer Baum von TRs/TRLs und funktionell &hnlichen SDRs

erstellt mit MEGA 5 nach Methode 2.5.2.

CoTR und TRLs aus A. thaliana und C. rubella (Brassicaceae), sowie DnTR1 und DnTR2 aus
Dendrobium nobile (Orchidaceae)(SDR65C).
Rot: funktionale TRI und TRIl aus Solanaceen und einer Convolvulaceae (SDR65C)
Ania, Anisodus acutangulus; Ds, Datura stramonium; Hn, Hyoscyamus niger; Sd, Solanum dulcamara;
St, Solanum tuberosum und Cs, Calystegia sepium (Convolvulaceae).
Blau: Klassische SDRs mit funktioneller Ahnlichkeit zu TRLs (SDR114C)
MNR, Menthon:Neomenthol Reduktase; MMR, Menthon:Menthol Reduktase; Ca, Capsicum annuum;
Mp, Mentha x piperita; AaRed1, Artemisia annua Oxidoreduktase; PbSal; Papaver bracteatum
Salutaridinreduktase; At1g01800 und At2g24190 Carbonylreduktasen und At3g61220 (+)-Neomenthol
Dehydrogenase aus A. thaliana; IR, Isopiperitenonreduktase (SDR110C)

Moummou und Mitarbeiter untergliederten mit Hilfe von ,Hidden Markov“-Modellen den
Hauptteil der in Landpflanzen vorkommenden SDRs in 49 Familien, von denen 35 sehr frliih
in der gesamten Entwicklungslinie der Viridiplantae auftraten (Moummou et al., 2012). Zu
diesen 35 Familien gehdren unter anderem die Familien SDR65C (TR/TRL), SDR108E (z. B.
DFR, VR, SOR), SDR110C (z. B. 38-HSD), SDR114C (z. B. Menthonreduktasen, AaRed1,
PbSalR) und SDR460A (z. B. Isoflavonreduktasen). Diese Familien expandierten in der Zahl
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ihrer Mitglieder und der Anzahl der Genkopien vor allem innerhalb der GefaB- und
Blutenpflanzen (Moummou et al., 2012).

Besonders interessant ist die Uberschneidung der in vitro Substratakzeptanz der
untersuchten TRL Enzyme (SDR65C) mit bekannten Substraten von Menthonreduktasen
und Menthonreduktase-ahnlichen Enzymen (4.4.3, SDR114C, Abb. 50, blauer Ast),
Dihydroflavonol 4-Reduktasen (4.4.6, SDR108E) und 3B-Hydroxysteroiddehydrogenasen
(4.4.5; SDR110C). Das ist ein Hinweis daflrr, dass die breite Substratakzeptanz fir diese
Carbonylverbindungen bereits bei einem friilhen gemeinsamen SDR-Vorfahren auftrat. Eine
Besonderheit der Evolution der SDRs ist, dass bei der Genvervielfaltigung (Genduplikation)
keine oder wenig Spezialisierung bei der Funktion der codierten Proteine evolvierte, sondern
haufig eine breite Substratakzeptanz erhalten blieb.

Durch evolutiondre Mechanismen wie Polyploidie ganzer Genome oder Teilbereichen von
Genomen und dadurch verursachte blockweise Genduplikationen (Blanc et al., 2003) und
vor allem durch Tandem-Genduplikationen auf demselben Chromosom (Navarro-Quezada,
2007) entstanden zahlreiche TRL Genkopien mit hoher Sequenzidentitat untereinander (Abb.
50, griiner Ast). Diese evolutionaren Zusammenhange sind vor allem far A. thaliana und
weitere Brassicaceen-Arten gut belegt (Navarro-Quezada, 2007). Der Vorteil einer groBen
Anzahl sehr ahnlicher Gene fur die Pflanze besteht in der Mdbglichkeit zu
Neofunktionalisierung, Subfunktionalisierung und Nonfunktionalisierung der codierten
Proteine und daraus resultierenden differenzierenden Reaktionen der Pflanze bei der
Anderung duBerer Umweltbedingungen. Hinweise auf Subfunktionalisierung zeigten sich fir
die TRLs bereits in der unterschiedlichen Cosubstratpraferenz der beiden modernen Cluster
B (NADP(H)) und C (NAD(H)) (Tab. 41, Tab. 42) und in der unterschiedlichen
Substratakzeptanz der Vertreter des alten Clusters A und der modernen Cluster B und C
(Tab. 58). Die Neofunktionalisierung lasst sich anhand von At2g29260 verdeutlichen. Das
Protein hat im Unterschied zu allen weiteren A. thaliana TRLs eine potentielle Funktion im
Chloroplasten (cTP) und keine enzymatische Aktivitdt als Oxidoreduktase (fehlendes
katalytisches Tyrosin). So kénnen die TRL Gene und die codierten Proteine, in ihrer Vielzahl
und mit ihrer breiten Substratakzeptanz, als Reservoir fir die Entwicklung neuer Funktionen
als Antwort auf veranderte Umweltbedingungen dienen. Die Annahme, dass sich die nicht-
stereospezifische Tropinonreduktaseaktivitdit der CoTR durch wenige Mutationen eines
bereits vorhandenen TRL Gens evolviert hat und Cochlearia officinalis somit in der Lage war,
mit der Akkumulation von Tropan- und Nortropanalkaloiden auf veranderte Bedingungen zu
reagieren, ist nahe liegend (Brock et al., 2008). Das gleiche gilt fir die Evolution zweier
stereospezifischer Tropinonreduktasen (TRI und TRIl) durch Genduplikation und wenige
Mutationen eines gemeinsamen Ursprungsgens in Solanaceen wie z. B. Datura stramonium

(Nakajima et al., 1993). SDRs im Allgemeinen und TRLs im Besonderen kénnen als leicht
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evolvierbar angesehen werden, denn Mutagenesen flhren h&ufig zu funktionalen, |6slichen
Enzymen. Sie dienen der Pflanze als Reservoir von Enzymen mit zum Teil unterschiedlicher
aber flexibler Substratakzeptanz und ermdéglichen so die zligige Anpassung an veranderte
Umweltbedingungen.

4.6 TRL Enzyme fur biotechnologische Anwendungen
Die Biokatalyse, also der Einsatz von isolierten Enzymen oder kompletten Zellsystemen fur

die Synthese reiner, chiraler Verbindungen als Zwischenstufen z. B. flr die Arzneistoff-
synthese (Patel, 2008; Pollard and Woodley, 2007) oder fir die Lebensmittelindustrie, ist in
den letzten Jahren zunehmend effizient geworden. Eine wichtige Rolle spielen dabei
Oxidoreduktasen, auch als Ketoreduktasen bezeichnet, die in Anwesenheit von NAD(P)H
aus prochiralen Ketonen durch enzymatische Reduktion enantiomerenreine chirale Alkohole
bilden. Anwendung finden zum einen isolierte, zumeist rekombinant in E. coli synthetisierte,
Enzyme aus Bakterien oder Pilzen und zum anderen Zellkulturen von Bakterien, Pilzen und
Pflanzen (Matsuda et al., 2009), das schlieBt auch kleingeschnittene Pflanzenteile ein
(Andrade et al., 2006; Blanchard and de Weghe, 2006; Machado et al., 2006).

Die Verfugbarkeit des Cosubstrats NADH oder NADPH ist bei der Biokatalyse mit
Oxidoreduktasen ein limitierender Faktor, der durch verschiedene Ansatze geldst wird. Meist
wird dem Reaktionsmedium ein NAD(P)H-regenerierendes System, bestehend aus einer
Dehydrogenase und ihrem entsprechenden Substrat, zugesetzt. Diese reduziert das
wahrend der Katalyse entstehende oxidierte Cosubstrat wieder zurlick in seine reduzierte
Form. Beispiele flr cosubstratregeneriende Systeme sind Glucose Dehydrogenase mit den
Substraten D-Glucose und NADP (Choi et al.,, 2011; Kaluzna et al., 2005), Glucose-6-
phosphat Dehydrogenase mit den Substraten Glucose-6-phosphat und NADP und
Formatdehydrogenase, die das Format-lon unter Reduktion von NAD zu Kohlendioxid
oxidiert (Goldberg et al., 2007; Matsuda et al., 2009). Daneben existieren elektrochemische
und fotochemische Regenerationsverfahren, die noch auf Grund geringer Produktivitat
weniger haufig eingesetzt werden.

Die in dieser Arbeit untersuchten TRL Enzyme reduzieren eine Vielzahl kleiner lipophiler
Carbonylverbindungen wie aliphatische und zyklische Ketone, Monoterpene, Jasmonate,
Steroide und Flavonoide. Sie demonstrieren damit ein breites Substratspektrum, das
sicherlich auf weitere industriell attraktive Substanzen ausgedehnt werden kann. Einige der
untersuchten Enzyme katalysieren die Reduktion einzelner Substrate stereospezifisch zu
einem enantiomerenreinen Produkt (Reduktion von (-)-Menthon, (-)-a-Thujon und (-)-Carvon)
und die entsprechende Oxidation verlauft enantioselektiv ((+)-Neomenthol, (-)-Menthol)
(4.4.3). Stereospezifitdt und Stereoselektivitat sind nitzliche Eigenschaften fir den Einsatz
von TRLs in biotechnologischen Anwendungen. Die Méglichkeit, mit TRLs Alkohole wie
(-)-trans-Carveol oder (-)-Thujol, die bisher nicht kommerziell erhaltlich sind,
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enantiomerenrein zu synthetisieren, ist gegeben. Dariliber hinaus dirfte es nicht schwer
fallen, weitere chemisch-pharmazeutisch interessante Substrate fir die Biokatalyse mit TRL
Enzymen zu finden. Von Vorteil ist, bei Einsatz der isolierten TRLs, die schnelle und einfache
Synthese und Reinigung Uber den His-Tag und die gute Ausbeute zwischen 15-30 mg/L
Bakterienkultur (Abb. A1 im Anhang). Weiterhin ist auch die Cosubstratpraferenz fiur NADH
bzw. die Cosubstratflexibilitat (CoTR) nicht ohne Bedeutung, wenn man bedenkt, dass der
aktuelle Preis far NADH nur etwa 10 % des Preises von NADPH betragt. Mit wenigen
gezielten Mutationen besteht auBerdem die Moglichkeit, die Cosubstratakzeptanz und
-préferenz zu andern (4.3.2). Auch die Nutzung einer Suspensionskultur rekombinanter
E. coli mit pflanzlichem TRL Gen ware ohne groBen Aufwand méglich. TRLs aus Pflanzen
haben ohne Zweifel das Potential, als Biokatalysatoren in biotechnologischen Synthesen

eingesetzt werden zu kénnen.
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5 Zusammenfassung
Den TRL Enzymen von Brassicaceen wurden in dieser Dissertation vielféltige katalytische

Aktivitdten und mdgliche biologische Funktionen zugewiesen. Dabei ergab sich fur das
Protein At2929260 eine Sonderstellung. Nach Entfernung der ersten 61 N-terminalen
Aminosauren wurde es als lésliches, NADPH-bindendes, tetrameres Protein ohne
enzymatische Oxidoreduktaseaktivitat synthetisiert. Der Austausch von Glutamin in Tyrosin
in der katalytischen Tetrade fiihrte zu enzymatischer Aktivitat als Oxidoreduktase und einem
Substratspektrum, &hnlich dem von At5g06060. Die Gene beider Proteine gehdren zum
phylogenetisch altesten TRL Cluster A. Das native Protein At2g29260 kdnnte im
Stoffwechsel von A. thaliana mdglicherweise als Redoxsensor fiir Prozesse, die in
Chloroplasten ablaufen, fungieren.

Die Ergebnisse zur Cosubstratakzeptanz und -praferenz der TRLs bestéatigten die durch
Aminosauresequenzanalyse erwarteten Praferenzen fir die Vertreter des modernen Clusters
C fir NAD(H), sowie fir die Mitglieder der Cluster A und B fir NADP(H). Als MaB fir die
Cosubstratpraferenz wurde die Cosubstrataffinitat (K,) der TRLs verwendet. Die
Cosubstratbindung war jedoch nicht immer exklusiv, sondern zum Teil auch flexibel
angelegt, wie fir CoTR und At29g29330 gezeigt wurde. Die fir die Cosubstratpraferenz
verantwortlichen bekannten Aminosauren in den Positionen a, b und ¢ (Tab. 55) wurden
durch die Ergebnisse dieser Arbeit in ihrer Bedeutung untermauert.

Die untersuchten TRLs wiesen in vitro ein breites Substratspektrum auf. Dabei gab es
deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Clustern. Die Mitglieder des alten Clusters A
zeigten meist eine geringe Affinitdt und/oder Aktivitdt zu den getesteten Substraten. Die
Vertreter der beiden modernen Cluster unterschieden sich untereinander im
Substratspektrum, der Substrataffinitdt und der enzymatischen Aktivitat (Tab. 58). CoTR und
At2g29350 besaBen das breiteste Substratspekirum, und At2g29350 zeigte von den
untersuchten TRL Enzymen die gréBten Ahnlichkeiten zu CoTR. Die TRLs unterschieden
sich auch in der Stereospezifitat der katalysierten Reduktionen und der Stereoselektivitat zu
einzelnen Substraten. At2g29350 katalysierte, im Gegensatz zu At2g29150, die Reduktion
der meisten Keto-Substrate stereounspezifisch zu beiden Alkoholen.

Die TRLs mit ihrem breiten in vitro Substratspektrum kénnten im Stoffwechsel der Pflanze in
diversen Biosynthesen (Terpene, Steroide, Flavonoide, Jasmonate, etc.) Funktionen als
Carbonylreduktasen oder Alkoholdehydrogenasen einnehmen oder zur Entgiftung exogener
oder endogener toxischer Aldehyde und Ketone durch deren Reduktion zu Alkoholen
natzlich sein. Sicher ist jedoch, dass die vielféltigen TRLs groBes Potential fir Anwendungen
als Biokatalysatoren zur asymmetrischen Synthese chiraler Alkohole fiir die chemische und
pharmazeutische Industrie bieten.



6 Anhang

127

6 Anhang
Tab. A1 SDR Enzyme mit bekanntem geordneten bi-bi-Reaktionsmechanismus
. - EC-
Enzym Organismus SDR-Familie Nummer Referenz
Drosophila (Winberg and
ADH melanogaster SDR1091 1.1.1.1 Mckinley-Mckee, 1994)
Comamonas
3a-HSD/CR testosteroni SDR325C 1.1.1.50 (Chang et al., 2007)
MDH Candida magnoliae / 1.1.1.138 (Lee et al., 2003)
11B-HSD1  Homo sapiens SDR26C 11.1.146 (2%%';;‘"”3’3 etal,
MLCR Mus musculus SDR20C 11.1.184 g';‘g‘;‘)"”'sm etal,

Enzymabkirzungen sie Abklrzungsverzeichnis.
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Tab. A2 Ubersicht iiber eine Auswahl bekannter pflanzlicher TRLs
Nr. | Protein Pflanze Lange Katalyt. | Cosubstrat- SDR- UniProt- | EMBL- Genlocus
) Familie (AS) Triade | Vorhersage Familie Eintrag Eintrag oder ORF
1 TRL2 262 S-Y-K NAD (S,D,l) SDR65C B2BXY3 ABW81170 /
2 TRL11 249 S-Y-K NADP (K,A,R) / B2BXY7 ABW81174 /
3 TRL16 Arabidopsis 271 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C B2BXZ1 ABW81178 /
4 TRL24 cebennensis® 268 S-Y-K EQEP (K,A,R) SDR65C B2BXZ7 ABW81184 /
W1 | TRL7 Brassicaceae 210 S-Y-K TGxxGxG / B2BXY4 | ABW81171 | Pseudogen
Kein
Y2 | TRL22 213 S-Y-K TGxxXGXG! / B2BXZ6 ABW81183 | Pseudogen
1 AITRL27 265 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C B2BXK5 ABW81042 /
2 AITRL28 268 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C B2BXK6 ABW81043 /
3 AITRL29 269 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C B2BXK7 ABW81044 /
4 AITRL32 262 S-Y-K NAD (S,D,l) SDR65C B2BXL0O ABW81047 /
5 AITRL32_2 263 S-Y-K n.m. (R,D,]) SDR65C B2BXK9 ABW81046 /
6 AITRL33 Arabidopsis 219 S-Y-K NAD (S,D,l) / B2BXL2 ABW81049 /
7 AITRL33_2 lyrata® 262 S-Y-K NAD (S,D,l) SDR65C B2BXL1 ABW81048 /
8 AITRL35 Brassicaceae 262 S-Y-K NAD (S,D,l) SDR65C B2BXL3 ABW81050 /
9 AITRL37 250 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C B2BXL5 ABW81052 /
10 | AITRL38 263 S-Y-K NAD (G,D,I) SDR65C B2BXL6 ABW81053 /
11 | AITRL39 ?fTSPG 4 |SOK |NADP(RAR) |SDRESC ~|B2BXL7 | ABW81054 /
12 | AITRL53 271 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C B2BXM9 | ABW81066 /
13 | AITRL54 270 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C B2BXNO | ABW81067 /
1 At1g07440 266 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C Q9ASX2 | AY055094 | At1g07440
2 At1g07450 260 S-Y-K n. m. (K,D,l) SDR65C Q8RX32 | AY090925 | At1g07450
3 At2g29150 Arabidopsis 268 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C Q9ZW03 | DQ056552 | At2g29150
4 At29g29170 thaliana 268 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C Q9ZW04 | AAC95218 | At2g29170
Brassicaceae 322
5 At2g29260 (CTP61) S-Q-K NADP (R,A,R) SDR65C Q9ZW12 | AAC95209 | At2g29260
6 At2g29290 262 S-Y-K NADP (K,R) SDR65C Q9ZW13 | BT010409 At2g29290
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Nr. | Protein Pflanze Lange Katalyt. | Cosubstrat- SDR- UniProt- | EMBL- Genlocus
) Familie (AS) Triade Vorhersage Familie Eintrag Eintrag oder ORF
7 | At2g29300 263 S-Y-K [ NAD (S,D,)) SDR65C Q42182 | BT000135 | At2g29300
8 | At2g29310 262 S-Y-K [ NAD (S,D,)) SDR65C Q9ZW14 [ BT010425 | At2g29310
9 | At2g29320 269 S-Y-K [ NAD (S,D,)) SDR65C Q9ZW15 | AAC95206 | Ateg29320
10 | At2g29330 Arabidopsis 260 S-Y-K [ NAD (S,D,)) SDR65C Q9ZW16 | BT005864 | At2g29330
11 [ At2g29340 thaliana 202 S-Y-K [ NAD (S,D,)) SDR65C Q94C81 | AAK59598 | At2g29340
12 [ At2g29350 Brassicaceae 269 S-Y-K [ NADP (K,A,R) | SDR65C Q9ZW18 | AY085321 | At2g29350
13 | At2g29360 271 S-Y-K | NADP (K,A,R) | SDR65C Q9ZW19 [ AY045613 | At2g29360
14 [ At2g29370 268 S-Y-K [ NADP (K,A,R) | SDR65C Q9ZW20 | AAC95201 | At2g29370
15 [ At2g30670 262 S-Y-K [ NAD (S,D,l) SDR65C 049332 | AAC02738 | At2g30670
16 | At5g06060 264 S-Y-K | NADP (R,R) SDR65C Q9LHTO | BT002894 | At5g06060
1 BdTRL9 293 S-Y-K | NADP (K,A,R) | SDR65C B6REK7 | ABW74557 /
> | BdTRL12 ?J'I'8P57) S-Q-K |NADP (RAR) |SDR65C  |B2BXU1 |ABW81118 /
3 | BdTRL13 263 S-Y-K [ NAD (G,D,l) SDR65C B2BXU2 | ABW81119 /
4 | BdTRL14 Boechera 262 S-Y-K | NADP (K,A,R) | SDR65C B2BXS3 | ABW81120 /
5 | BdTRL15 divaricarpa® 263 S-Y-K [ NAD (S,D,l) SDR65C B2BXS4 [ ABW81121 /
6 | BdTRL18 Brassicaceac 262 S-Y-K [ NAD (S,D,l) SDR65C B2BXS5 | ABW81122 /
7 | BdTRL19 253 S-Y-K [ NAD (S,D,l) SDR65C B2BXS6 | ABW81123 /
8 | BdTRL20 260 S-Y-K [ NAD (S,D,l) SDR65C B2BXS8 | ABW81125 /
9 | BdTRL21 261 S-Y-K | NADP (K,A,R) | SDR65C B2BXS9 | ABW81126 /
10 [ BdTRL22 268 S-Y-K | NADP (K,A,R) | SDR65C B2BXTO | ABW81127 /
11 [ BdTRL30 267 S-Y-K | NADP (K,A,R) | SDR65C B6REN3 | ABW74581 /
1 CrTRL5 271 S-Y-K | NADP (K,A,R) | SDR65C B2BXX8 | ABW81165 /
2 | CrTRL6 272 S-Y-K [ NADP (K,A,R) | SDR65C B2BXX7 | ABW81164 /
3 | CrTRL13 Capsella ?;TSP 45) S-Q-K | NADP (R,A,R) | SDR65C B2BXX1 | ABW81158 /
4 | CrTRL14 g‘:::gga cone 263 SY-K | NAD (G,D,)) SDR65C | B2BXX0 | ABW81157 /
5 | CrTRL15 262 S-Y-K | NADP (K,A,R) | SDR65C B2BXW9 | ABW81156 /
6 | CrTRL17 263 S-Y-K | NADP (K,A,R) | SDR65C B2BXW7 [ ABW81154 /
7 | CrTRL18 265 S-Y-K [ n.m. (KD, SDR65C B2BXW6 | ABW81153 /
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Nr. | Protein Pflanze Lange Katalyt. | Cosubstrat- SDR- UniProt- | EMBL- Genlocus
) Familie (AS) Triade Vorhersage Familie Eintrag Eintrag oder ORF
8 CrTRL19 265 S-Y-K NAD (S,D,l) SDR65C B2BXW5 | ABW81152 /
9 CrTRL20 260 S-Y-K NAD (S,D,l) SDR65C B2BXW4 | ABW81151 /
10 | CrTRL21 Capsella 263 S-Y-K NAD (S,D,l) SDR65C B2BXW3 | ABW81150 /
11 | CrTRL22 rubella 262 S-Y-K NAD (S,D,l) SDR65C B2BXW2 | ABW81149 /
12 | CrTRL23 Brassicaceae 263 S-Y-K NAD (S,D,l) SDR65C B2BXW1 | ABW81148 /
13 | CrTRL24 272 S-Y-K NADP (Q,S,R) SDR65C B2BXWO0O | ABW81147 /
14 | CrTRL26 271 S-Y-K NADP(K,A,R) SDR65C B2BXV9 | ABW81146 /
15 | CrTRL27 268 S-Y-K NADP(K,A R) SDR65C B2BXV8 | ABW81145 /
1 CsTRL1 257 S-Y-K n.m. (R,D,)) SDR65C B2BXP1 ABW81078 /
2 CsTRL3 292 S-Y-K n. m. (R,D,]) / B2BXP3 | ABW81080 /
3 CsTRL4 Cleome 262 S-Y-K n. m. (G,D,K) SDR65C B2BXP5 | ABW81082 /
4 CsTRL5 spinosa’ 261 S-Y-K n. m. (R,D,K) SDR65C B2BXP6 | ABW81083 /
5 CsTRL6 Cleomaceae 264 S-Y-K n. m. (G,D,K) SDR65C B2BXP7 | ABW81084 /
6 CsTRL9 284 S-Y-K n. m. (R,D,K) SDR65C B2BXP9 | ABW81086 /
7 CsTRL10 269 S-Y-K NADP(K,A,R) SDR65C B2BXQ1 ABW81088 /
8 CsTRL11 280 S-Y-K NADP(K,A,R) SDR65C B2BXQ0 | ABW81087 /
1 | DETRL1 aucus carota | 802 S-Y-K |NADP(RS,R) |SDR65C |Q84S34 |BAC65128 /
piaceae (cTP41)

1 DnTR1 Dendrobium 268 S-Y-K NADP (K,S,R) SDR65C H9BQR7 | AFD23287 /
2 | DnTR2 B ene 272 S-Y-k |NADP (RS;R) |SDR65C | H9BQRY | AFD23289 /
1 EcTRL1® Erythoxylum 272 S-Y-K | NAD (1,D,1) SDR110C H9BFQO | JQ015102 /
2 EcTRL2" coca 275 S-Y-K NAD (1,D,1) SDR110C H9BFQ1 | JQ015103 /
3 EcTRL3" Erythroylaceae 258 S-Y-K NADP (I,S,R) SDR25C H9BFQ2 | JQ015104 /
1 GmTRLA 266 S-Y-K NADP (R,A,R) SDR65C C6SY07 ACU14130 /
2 GmTRL2 269 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C Ce6W4T1 | ACU16743 /
3 GmTRL3 Glycine max 212 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C C6T6Q8 | ACU17500 /
4 GmTRL4 Fabaceae 245 S-Y-K NADP (R,A,R) SDR65C C6T7C6 ACU17728 /
5 GmTRL5 269 S-Y-K NADP(K,A,R) SDR65C C6TBU9 | ACU19301 /
6 GmTRL6 271 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C C6THG4 | ACU21266 /
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Nr. | Protein Pflanze Lange Katalyt. | Cosubstrat- SDR- UniProt- | EMBL- Genlocus
) Familie (AS) Triade Vorhersage Familie Eintrag Eintrag oder ORF
7 | GmTRL? Glycine max 263 S-Q-K | NADP (R,AR) | SDR65C / NP-00358797 1 414100799534
8 | GmTRL8 Fabaceae 307 S-Q-K | NADP (R,AR) | SDR65C / XP_00354071 1 154100809170
Hordeum
1 HvTRL1° vulgare 270 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C F2CWF6 | BAJ87177 /
Poaceae
1 MtTRLA Medicago 264 S-Y-K NADP (R,A,R) SDR65C B7F1Z7 ACJ84726 /
2 MtTRL2 truncatula 225 S-Y-K NADP (R,A,R) SDR65C B7FLK4 ACJ85638 /
3 MtTRL3 Fabaceae 214 S-Y-K NADP (R,A,R) SDR65C B7FLP5 ACJ85678 /
1 OsiTRLA1 270 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C B8AKP3 EEC74938 /
2 OsiTRL2 264 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C A2WQ48 | EAY74094 | Osl_01980
3 OsiTRL3 Oryza sativa 281 S-Y-K NADP (K,S,R) SDR65C A2WYP4 | EAY77090 | Osl 05052
4 OsiTRL4 ssp. indica 277 S-Y-K NADP (K,S,R) SDR65C A2WYP5 | EAY77091 | Osl 05053
5 OsiTRL5 Poaceae 277 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C A2XEZ0 EAY89400 | Osl_10905
6 OsiTRL6 308 S-Y-K n. m. (R) SDR65C A2XEZ1 EAY89401 | Osl_10906
7 OsiTRL7 350 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C A2XP30 EAY92590 | Osl 14331
8 OsiTRLS8 260 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C A2YSD8 | EAZ05999 | Osl 28244
1 OsjTRLA1 281 S-Y-K NADP (K,S,R) SDR65C Q942W0 | BAB67934 | Os01g70525
2 OsjTRL2_1 216 S-Y-K NADP (K,S,R) SDR65C Q10NH6 | ABF95186 | Os03g16210
3 OsjTRL2_2 270 S-Y-K NADP (K,S,R) SDR65C Q10NH7 | ABF95185 | Os03g16210
4 OsjTRL2_3 293 S-Y-K NADP (K,S,R) SDR65C Q84K74 AAP06906 | Os03g16210
5 OsjTRL3_1 213 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C Q10NH4 | ABF95187 | Os03g16220
6 OsjTRL3_2 Oryza sativa 263 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C Q10NH2 | ABF95189 | Os03g16220
7 OsjTRL3_3 Ssp. japonica 268 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C Q10NH3 | ABF95190 | Os03g16220
8 OsjTRL3_4 Poaceae 271 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C Q10NH5 | ABF95188 | Os03g16220
9 OsjTRL3_5 311 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C Q84Q70 | AAP06917 | Os03g16220
10 | OsjTRL4 1 269 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C Q10NH1 ABF95192 | 0s03g16230
11 | OsjTRL4 2 308 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C Q84JJ3 ABF95191 | Os03g16230
12 | OsjTRL5 264 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C Q2R5F6 | ABA93289 | Os11g25160
13 | OsjTRL6 260 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C Q53KZ3 ABA93379 | Os11g25700

)
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Nr. | Protein Pflanze Lange Katalyt. | Cosubstrat- SDR- UniProt- | EMBL- Genlocus
) Familie (AS) Triade Vorhersage Familie Eintrag Eintrag oder ORF
14 | Os{TRLY Orvza sativa 264 S-Y-K__ | NADP (KAR) | SDR65C | Q2ROA8 | ABA95062 | Os11g43200
15 | Os/TRLS ot g 268 S-Y-K | NADP (KAR) | SDR65C | Q2R092 | ABA95078 | Os11g43360
16 | OsjTRL9 Do Jabe 350 SY-K | NADP (KAR) | SDR65C | Q53JM9 | AAX95325 OsJ_31167
17 | OsjTRL10 277 SY-K | NADP (KS,R) | SDR65C | Q942V9 | BAB67935 /
1_ | PsTRLI Picea sitchensis | 265 SY-K_ | NADP(KA,R) | SDR65C | D5AD75 | ADE77494 /
2 | PsTRL2 Pinaceae 266 S-Y-K | NADP (K.G,R) | SDR65C | D5ABQ5 | ADE76974 /
Physcomitrella
1 | PpTRL1 patens 270 S-Y-K | NADP (R,A,R) | SDR65C A9U349 | EDQ49904 | DHTEADRAFT.2
Funariaceae
1 | PtTRLT 255 S-H-K |NADP(RC,R) |SDR65C  |B9GJ82 | EEE84653 | Lol TRPRATT
2 | P{TRL2 266 S-Y-K | NADP (R,S,R) | SDR65C BOHML1 | EEE88549 | poTHORAFTS
3 | PTRL3 260 S-Y-K | NADP (KAR) |SDR65C  |BOI7Y9 | EEE95485 | o RPRAFTS
4 | P{TRL4 267 S-Y-K |NADP (KAR) |SDR65C | B9I7Z0 | EEE95486 | oo o -
5 | P{TRLS 267 S-Y-K | NADP (KAR) |SDR65C | A9PDY4 | ABK94587 /
Populus POPTRDRAFT 8
6 | PtTRLG trichocarpa 265 S-Y-K |NADP(RS,R) |SDR65C  |BOHWY3 |EEFO1103 |Gor .
7 | P{TRLY7 Salicaceae 253 S-Y-K_ [ NADP (K,A,R) | SDR65C A9PI58 ABK96061 /
8 | P{TRL8 266 S-Y-K |NADP (KAR) |SDR65C  |A9PEY3 |EEE84652 | poniiO AFT
9 | PtTRLY 267 S-Y-K | NADP (KAR) |SDR65C  |BOHC33 |EEE91696 | qope o =
POPTRDRAFT _7
10 | PtTRL10 275 S-Y-K |NADP(RSR) |SDR65C  |BOHC34 |EEE91697 | 00
Kein POPTRDRAFT_9
W1 | P{TRL11 172 SYK | ToGxGl SDR65C | BOP678 | EEE74229 | o7
1 | RCTRLI Ricinus 255 S-Y-K__|NADP (K,S,R) | SDR65C | B9S3EO | EEF41922 | RCOM_0732870
2 | RcTRL2 communis 266 S-Y-K | NADP (R,S,R) | SDR65C | B9T429 | EEF29390 | RCOM 0233850
3 | RcTRL3 Euphorbiaceae | 272 S-Y-K | NADP (R,S,R) | SDR65C | B9SDZ5 | EEF38138 | RCOM_1480890
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Nr. | Protein Pflanze Lange Katalyt. | Cosubstrat- SDR- UniProt- | EMBL- Genlocus
) Familie (AS) Triade Vorhersage Familie Eintrag Eintrag oder ORF
4 | RcTRL4 268 S-Y-K | NADP (K,S,R) | SDR65C B9S3D8 | EEF41920 | foOM
Ricinus
* . 582 S-H-K | NADP (R,C,R) | SDR65C RCOM_
5 |ReTRLS S horingeae  |U1-cTP45) | S-Y-K | NADP(KSR) | SDResc | 9992 | FEF4T924 | 0732000
Kein RCOM_
W1 | RcTRL6 148 SYK | ToGxGl / BOTC11 | EEF26603 | poont
1 | SmTRL1* Selaginella 532 S-Y-K | NADP(RS,R) | SDR65C | paspry | EFyig37e | SELMODRAFT 4
; S-Y-K | NADP (R,S,R) | SDR65C 44601
moellendorffii SY-K | NADP (R,S,R) | SDR65C SELMODRAFT 4
2 SmTRL2 Selaginellaceae 561 S-Y-K NADP (R:8:R) SDR65C D8S0ST EFJ22098 16905 -
1| Sb01g039880 273 S-Y-K__ | NADP (R,S,R) | SDR65C | C5WQ28 | EER92492 | Sb01g039880
2 | Sb05g004530 301 S-Y-K__|NADP (R,S,R) | SDR65C | C5Y5Q0 | EES08074 | Sb05g004530
3 | Sb05g025820 | g . b 264 S-Y-K__|NADP (RR,R) | SDR65C | C5Y7C9 | EES10195 | Sbo05g025820
4| Sb05g025827 | o g’, oF 251 S-Y-K__|NADP (K.S,R) | SDR65C | C5Y7D2 | EES10197 | Sb05g025827
5 | Sb05g025830 | poavene 271 S-SP__|NADP (KAR) | SDR65C__ | C5Y7D3 | EES10198 | Sbo5g025830
6 | Sb059025840 266 S-Y-K | NADP (K.S,R) | SDR65C | C5Y7D4 | EES10199 | Sbo5g025840
7 | Sb05g025860 259 S-Y-K | NADP (K.S,R) | SDR65C | C5Y7D7 | EES10202 | Sbo5g025860
8 | Sb05g027900 284 S-Y-K | NADP (K.S,R) | SDR65C | C5Y1T8 | EES09066 | Sb05g027900
1| WTRL1 274 S-QK__ | NADP (R,S,R) | SDR65C | ASAJK7 | CANG9103 | VITISV_027298
2 | WTRL2 270 S-YK NADP (K.S,R) | SDR65C | ASAYP2 | CANG9507 | VITISV_016037
3 VVTRL3 298 S-Y-K m. (K) SDR65C A5AYP3 CANG9508 | VITISV_016038
\ S-YK m. (L)
4 VVTRL4 866 S-Y-K N ADP (L.S.R) SDR65C A5BDB5 | CAN72262 | VITISV_037365
5 | WTRL5 Vitis vinifera 307 S-Y-K | NADP (R,S,R) | SDR65C | ASBEX4 | CAN74482 | VITISV_028249
6 | WTRL6 Vitaceae 270 S-Y-K | NADP (K,S,R) | SDR65C | A5BIT3 | CANG3543 | VITISV_035429
7 | WIRL? 498 SY-K | n.m. (R SDR65C | A5BNO3 | CAN77076 | VITISV_005617
8 | WTRL8 270 S-Y-K |NADP(K,S,R) |SDR65C  |D7SK85 |CBI16061 | yo-0°0004905
9 | WTRL9 270 S-Y-K | NADP (KS,R) |SDR65C | D7SK90 |CBI16066 | ygn 0o 0049%
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Nr. | Protein Pflanze Lange Katalyt. | Cosubstrat- SDR- UniProt- | EMBL- Genlocus
) Familie (AS) Triade Vorhersage Familie Eintrag Eintrag oder ORF
10 | WTRL10 252 S-Y-K | NADP (R,S,R) |SDR65C | D7SK92 | CBI16068 | y5o-00°000490°
11 | WTRL11 252 S-Y-K |NADP (K,S,R) |SDR65C  |D7SK98 |CBI16074 | yoi-0%000490
12 | WTRL12 252 S-Q-K | NADP(R,S,R) |SDR65C | D7SKA2 |CBI16078 | yor-_0°00049%
Vitis vinifera VIT 0850007300
13 | WTRL13 Vitaceae 267 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C D7THJO CBI30506 920 g
14 | WTRL14 250 S-Y-K |NADP(RS,R) |SDR65C  [D7THJ3 |CBI30509 | goooo00078%
15 | WTRL15 268 S-Y-K | NADP(R,S,R) |SDR65C | D7TLP2 | CBI31629 | i o°001990%2
16 | WTRL16 271 S-Y-K | NADP (L,S,R) | SDR65C D7TLP5 | CBI31632 | |,o >°00199%
1 ZmTRLA 273 S-Y-K NADP (R,S,R) SDR65C B6TAE7 ACG34080 /
2 ZmTRL2 276 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C B6TXTO ACG41913 /
3 ZmTRL3 Zea mays 263 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C B6SUU1 ACG28624 /
4 ZmTRL4 Poaceae 268 S-Y-K NADP (K,S,R) SDR65C B6SZL1 ACG30294 /
5 ZmTRL5 263 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C B4FFM6 | ACF80919 /
6 ZmTRL6 280 S-Y-K NADP (K,A,R) SDR65C C4J719 ACR36969 /
grau unterlegt: Sequenzen ohne Y in katalytischer Triade. *Verdoppelte SDR-Sequenz mit 2 Cosubstratbindestellen und 2 katalytischen Triaden.
n. m. Vorhersage der Cosubstratpraferenz nicht maglich. Angabe der Aminosauren an Schlisselpositionen a, b und ¢ in Klammern (Vergleich 4.3.2).

Y Verkirzte Sequenzen ohne Cosubstratbinderegion TGxxxGxG, deshalb vermutlich ohne enzymatische Aktivitat.

®TRL-Gene aus diesen Pflanzen wurden entdeckt und benannt durch Aura Navarro-Quezada (Navarro-Quezada, 2007).

®Diese Sequenzen wurden als TR-like bezeichnet (Jirschitzka et al., 2012), gehéren aber nicht zur Familie SDR65C (< 50 % ldentitat zu Solanaceen-TRs).
Alle weiteren TRLs dieser Liste sind aus der SDR-Familie SDR65C der SDR-Datenbank (www.sdr-enzymes.org) entnommen und wurden flr diese Arbeit
aufsteigend als TRL1-x durchnummeriert (Stand: 04.05.2012). Es sind Proteine deren Funktionen bisher nicht untersucht wurden (,putative uncharacterized
protein®).

Tropinonreduktasen und TRL aus Solanaceaeen (Datura, Hyoscyamus, Anisodus und Solanum), sowie aus Calystegia sepium (Convolvulaceae) und
Cochlearia officinalis (Brassicaceae) wurden nicht aufgefihrt. Diese Pflanzen enthalten Tropanalkaloide und/oder Calystegine, wodurch die Abtrennung der
TRL Proteine von Tropinonreduktasen ohne funktionelle Untersuchung nicht méglich ist.

Diese Tabelle erhebt keinen Anspruch auf Vollstdndigkeit, da im Zuge diverser Genom-Projekte standig neue TRL Gene gefunden und in die SDR-Datenbank
integriert werden. Vielmehr soll die Tabelle Beispiele fiir die Verbreitung der TRL im Pflanzenreich Ubersichtlich darstellen.
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Tab. A3 Vektorkarten und Eigenschaften der Fusionsproteine

Synthese-Vektor Eigenschaften Fusionsprotein

Name: At5g06060

Stamm: E. coli M15[pREP4]
His-Tag: 6 x His, N-terminal
Lange des Proteins: 275 AS
Molekulargewicht: ~ 29559,5 Da

M-R-G-S-Hg-BamHI (G-S)-at5g06060-Stopp-Pstl

Das erste Triplett von at5g06060
(ATG, kodiert Methionin) wurde
weggelassen und durch den
vektorkodierten Transkriptionsstart
ersetzt (12 Tripletts).

at5g06060-pQE-30
4225 bp

Name: At2g29260

Stamm: E. coli M15[pREP4]
His-Tag: 6 x His, N-terminal
Lange des Proteins: 335 AS
Molekulargewicht:  36679,7 Da

M-R-G-S-Hg-BamHI (G-S)-Sphl (A-C)-at2g29260-Stopp-Xmal

at2g29260-pQE-30
4416 bp

Das erste Triplett von at2g29260
(ATG, kodiert Methionin) wurde
weggelassen und durch den
vektorkodierten Transkriptionsstart
ersetzt (14 Tripletts).

M-R-G-S-Hs-BamHI (G-S)-Sphl (A-C)- Name: -61NAt2g29260
-61Nat2929260-Stopp-Xmal Stamm: E. coli M15[pREP4]

His-Tag: 6 x His, N-terminal
Lange des Proteins: 275 AS
Molekulargewicht: 30110,2 Da

Die ersten 61 Tripletts von
at2g29260 wurden weggelassen
und durch den vektorkodierten
Transkriptionsstart ersetzt

(14 Tripletts).

-61Nat2g29260-pQE-30
4236 bp
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Synthese-Vektor Eigenschaften Fusionsprotein

Name: At2g29350

Stamm: E. coli M15[pREP4]
His-Tag: 6 x His, N-terminal
Lange des Proteins: 282 AS
Molekulargewicht: 30261,2 Da

M-R-G-S-Hgz-BamHI (G-S)-Sphl (A-C)-at2g29350-Stopp-Pstl

&
fl’oe%
&
at2g29350-pQE-30

4246 bp

Das erste Triplett von at2g29350
(ATG, kodiert Methionin) wurde
weggelassen und durch den
vektorkodierten Transkriptionsstart
ersetzt (14 Tripletts).

Name: CrTRL26

Stamm: E. coli M15[pREP4]
His-Tag: 6 x His, N-terminal
Lange des Proteins: 282 AS
Molekulargewicht: ~ 30553,7 Da

M-R-G-S-Hg-BamHI (G-S)-crtri26-Stopp-Sall

126pQE30

4252 bp

Das erste Triplett von crtrl26 (ATG,
kodiert Methionin) wurde weg-
gelassen und durch den vektor-
kodierten Transkriptionsstart ersetzt
(12 Tripletts).

(Wagner, 2011)

Name: At2g29360

Stamm: E. coli M15[pREP4]
His-Tag: 6 x His, N-terminal
Lange des Proteins: 282 AS
Molekulargewicht: ~ 30452,6 Da

M-R-G-S-Hg-BamHI (G-S)-at2g29360-Stopp-Sall

&
N
Q.
&
o

at2g29360-pQE-30
4252 bp

Das erste Triplett von at2g29360
(ATG, kodiert Methionin) wurde
weggelassen und durch den vektor-
kodierten Transkriptionsstart ersetzt
(12 Tripletts).
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Synthese-Vektor

Eigenschaften Fusionsprotein

(Plohmann, 2010)

M-R-G-S-Hg-BamHI (G-S)-at2g29150-Stopp-Pstl

&
S
-
S

at2g29150-pQE-30
4237 bp

Name: At2g29150

Stamm: E. coli M15[pREP4]
His-Tag: 6 x His, N-terminal
Lange des Proteins: 279 AS

Molekulargewicht:  29972,8 Da

Das erste Triplett von at2g29150
(ATG, kodiert Methionin) wurde
weggelassen und durch den vektor-
kodierten Transkriptionsstart ersetzt
(12 Tripletts).

(Coppi, 2012)

M-R-G-S-Hg-BamHI (G-S)-at2g29330-Stopp-Sall

Z
2
>

at2g29330-pQE-30
4219 bp

Name: At2g29330

Stamm: E. coli M15[pREP4]
His-Tag: 6 x His, N-terminal
Lange des Proteins: 271 AS

Molekulargewicht: ~ 28928,8 Da

Das erste Triplett von at2g29330
(ATG, kodiert Methionin) wurde
weggelassen und durch den vektor-
kodierten Transkriptionsstart ersetzt
(12 Tripletts).

(Brock, 2008)

Stopp-Hg-Xhol (E-L)-Notl (A-A-A)-cotr-Ncol

cotr-pET-21d

6194 bp

Name: CoTR

Stamm: E. coli Rosetta-gami (DE3)
His-Tag: 6 x His, C-terminal

Lange des Proteins: 284 AS

Molekulargewicht:  30756,8 Da

Das erste Triplett des Leserahmens
(ATG, kodiert Methionin) wird von
der Schnittstelle Ncol codiert. Am
C-Terminus wurde das Stopp-
Codon entfernt, daftir befinden sich
dort zusatzliche 11 Tripletts.
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At5g06060
P L Dfleer E M
- 116"

66,2
4
35w

g
250

g

&= 184
Auftrag E: ca. 1 ug

At2g29360

P L Df, Diyleer M E
— 116
po: 4 66,2
- 45,

bl I
. 25w
. 18,4 e
. = 4%

Auftrag E: ca. 1,7 ug

CoTR
P L Dfleer M E
: 116+~
66,2
4508
359

25m

18,40,
igv 14 4w
Auftrag E: ca. 0,3 pg
Ausbeute: 9-16 mg/L*

-

e 184w
Auftrag E: ca. 0,5 pg

At2g29350
P L Dfileer E M
= 1160
iﬁ = 66,2%%
y - 45m
gf: 35"
— B |
-~ 25w
iﬁ 18, 4un
=" 14,4m-

Auftbrag E:ca. 0,9 ug
Ausbeute: 16-23 mg/L*

At2g29330
P Df leer L E, E,M
116 -
= 660
o o 45
= 350
- e,

—_—

—

Auftrag E;: ca. 0,4 pg

Pellet nach Lyse
(Roh)Lysat

Durchfluss
Waschfraktion (Ni-Spin)
Marker (kDa)

Eluat

Ausbeute :

mg Zielprotein pro

1 L Bakterienkultur
*Bereiche bezogen auf
mehrere Reinigungen
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At2g29260 -61NAt2929260 -61NAt2g29260Q220Y
P L Df W,W,W, M E P L Df leerM E PLDi E,E, E, E, M
B B == 11l = = 116w -"if 116w
saa EBpE= W =
66, SEE -y L 454
E - 35% - . - - —
354 b - - D5-
D5
254

a 18,4
R 14, 4o

Auftrag E4: ca. 0,6 pg
Ausbeute: 14 mg/L

CrTRL26
P L Df leerleer M E
- 116%*
==

g 66,2
-8 45
N 35e
25ew
Caa. 184w

Auftrag E: ca. 0,2 ug

At2g29150
P L Df E, E, E; M
g 11 6o
g 66,20
= 450
=2 | gom-
- eoee.
18 4
~ a— 14 4w
Auftrag Eq: ca. 2,5 ug
Ausbeute: 21 mg/L
Folgende Enzyme wurden

gereinigt von:

At2g29150 Anja Plohmann
(Plohmann, 2010)

At2g29330 Ralph Coppi
(Coppi, 2012)

Abb. A1 Elektropherogramme (SDS-PAGE) der gereinigten Fusionsproteine
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Abb. A2 Substratsattigungskurven fiir die Cosubstrate NAD(P)(H)
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Reduktion von Pentanal Reduktion von Citronellal
16 - 20 -
14 1
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S g | 2
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4 4
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20 - 6 -
K3
5 4
15 | s
=) S 41
£ £
T 101 T 3 .
c C
> : 2 I
5 4
4 1 4
0 : : ‘ ‘ : ‘ 0 ‘ ‘ ‘ : ‘
00 05 10 15 20 25 30 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
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¢ CoTR ¢ At2g29350 ¢ At2g29330 ¢ At2g29150

Abb. A3 Substratsattigungskurven fiir kleine aliphatische Carbonyle/Alkohole
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Reduktion der Methylcyclohexanone Oxidation der Methylcyclohexanole
180 ; 12

v (nkat/mg)
v (nkat/mg)

0 2 4 6 8 1'0 1'2 1'4
[3-MC] (mM) [3-MCOH] (mM)
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;g 80 E’
g 60 g
= =
> >

40
20
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0 2 4 6 8 10 12

[4-MC] (mM) [4-MCOH] (mM)
¢ -61NAt2¢g29260Q220Y + At59g06060
+ At2g29350 ¢+ CoTR
¢ At2g29360 + At2g29150
¢+ CrTRL26

Abb. A4 Substratsattigungskurven fir Methylcyclohexanone/ole



6 Anhang 142
Reduktion von (-)-Menthon Reduktion von (-)-a-Thujon
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00 05 10 15 20 25 30 00 05 10 15 20 25 30
[(-)-Menthol] (mM) [(-)-Fenchon] (mM)
¢+ CoTR ¢ At2g29350 ¢ At2g29150

Abb. A5 Substratsattigungskurven fiir Monoterpene



6 Anhang

143

Tab. A4 '*C- und 'H-NMR Daten fiir (-)-a-Thujon und Reduktionsprodukte in CDCl,
10

10

10

(-)-a-Thujon (-)-Neothujol (-)-Thujol
GC-MS: t,o = 8,65 min GC-MS: tiet = 9,97 min GC-MS: tet = 10,51 min

Pos. | C 'H 3¢ 'H 3c 'H

1 29,6 34,5 31,2
2,546 ddd (15,8;2,4;1,2) 2,058 ddd (14,1:6,8:1,9) 1,933 dd (12,1:7,2)
2 39.7 2,071 d (18,8) 35,9 1,532 dd (14,1;1,0) 334 ,556 ddd (12,1;9,1;1,3)
3 2214 80,2 3,899 dddd (6,8;1,0:1,0:1,0) | 72,6 3,943 ddd (9,1;7,2;7,0)
4 47,3 2,220 qd (7,5;1,2) | 45,3 1,922 brq (7,3) | 37,3 2,153 dq (7,1;7,0)
5 25,5 1,085 dd (8,1;4,0) | 29,6 0,828 ddd (8,2;3,9;1,0) | 28,2 0,858 dd (8,3;3,9)
0,762 ddd (8,1;5,6;2,4) 0,802 dd (4,2:3,9) 0,351 dd (5,1:3,9)
6 | 187 0,124 dd (5.614.0) | |2 0,418 ddd (8.2:421.9) | 5% 0,231 ddd (8.3:5.11.9)
7 32,9 1,355 sept (6,9) | 32,9 1,299 sept (6,9) | 33,3 1,234 sept (6,9)
8?2 19,7 1,008d(6,9) [ 19,9 0,934 d,8) | 19,6 0,961 d (6,9)
9 20,0 0,954 d6,9) | 20,2 0,906 d (6,8) | 20,1 0,905 d (6,9)
10 18,2 1,158 d (7,5) | 20,1 0,940d(7,3) | 14,4 0,926 d (7,1)

Positionen kénnten auch vertauscht vorliegen, keine eindeutige Signalzuordnung méglich.
'3C-NMR (chem. Verschiebung & in ppm)

'H-NMR (chem. Verschiebung & in ppm, Multiplizitit, (Kopplungsfrequenz J in Hz))
d, Duplett; dd; Duplett vom Duplett usw.; g, Quartett; sept, Septett; br, Kopplung nicht aufgeldst.

Referenzen:

(-)-a-Thujon:
(-)-Thujol
(-)-Neothujol

(Bohlmann et al., 1975; Sirisoma et al., 2001)
(Baeckstrom et al., 1996; Bohlmann et al., 1975)
keine Literatur vorhanden
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Tab. A5 Retentionszeiten und Hauptfragmente der Reduktionsprodukte (GC-MS)

. tret v g . Standard/
Reduktionsprodukte [min] Hauptfragmente (% Héaufigkeit) Referenz
Monoterpene und Analoga
(+)-Neomenthol 11,21 71(100)  81(59) 109(11) 123(23)  138(23) f;ér']\t'ﬁgl
(-)-Menthol 11,48 71(97) 81(100) 109(13) 123(36) 138(20) (-)-Menthol
(-)-Neothuijol 9,97 55(94) 79(58)  93(100) 121(53) 136(18) 43 -/ H-NMR
(-)-Thujol 10,51 55(100) 79(47)  93(83) 121(72)  136(20)
(-)-trans-Carveol 13,31  69(23) 84(60) 109(100) 134(4) 152(7)  (vander
Werf et al.,
(-)-cis-Carveol 13,77 69(40)  84(100) 109(63) 134(42) 152(2) 19%29)8 @
(+)-a-Fenchol 9,99 81(100) 93(15) 111(13) 121(11) 139(2)  (4+)-0-
(+)-B-Fenchol 10,15 81(100) 93(16) 111(14) 121(12) 139(4) Fenchol
(+)-Borneol 11,73  67(10) 95(100) 110(20) 121(6) 139(6)  (-)-Borneol
15,46 94(56) 107(33) 121(46) 136(100) 154(1)
15,76 94(68) 107(40) 121(56) 136(100) 154(1) Reduktion
Decalole ’ i
17,10 94(100) 107(35) 121(53) 136(81) 154(1)  mit NaBH,
17,22 94(81) 107(43) 121(61) 136(100) 154(0)
Aliphatische Carbonyle
Citronellol 13,14 69(100) 95(37) 109(13) 123(16) 156(3) NIST 2008
Nerol 13,13 69(100) 93(21) 111(5) 123(9) 139(2)  Nerol
Geraniol 14,00 69(100) 93(11) 111(5) 123(8) 139(2) Geraniol
gi‘;D'methy'pe”ta”' 458 41(2)  43(31) 55(62)  72(13)  73(100) NIST 2008
Pentanol 3,40 31(65) 41(68) 42(100) 55(61) 70(27)  NIST 2008
Aromatische Carbonyle
Benzylalkohol 9,07 77(67) 79(100) 91(14) 107(49) 108(69) NIST 2008
p-Methoxy 17,55 77(58)  94(50) 109(100) 121(57) 138(92) NIST 2008

benzylalkohol

Indol-3-carbinol Indol-3-
(silyliert mit BSTFA) 13,13 73(100) 147(13) 202(57) 290(31) 291(34) carbinol
Jasmonate
6-epi-7-iso-MeCA Reduktion
3isoMeCA 1126 7909) 11964 1340100) 15212) | 19900) it NagH,
7-iso-MeCA (Dathe et al.,
6-6pi-3-iso-MeCA 11,43 79(100) 119(66) 134(95) 152(39) 195(9) 1991)
6-epi-7-iso-MeDHCA Reduktion
3isoMeDHCA 1120 74(100) | 196(39) 1536) | 196(D 2190 mitNagH,
7-iso-MeDHCA (Dathe et al.,
6-6pi-3-is0-MeDHCA 11,36  74(100) 136(30) 153(27) 196(3) 210(4) 1991)
Steroide
Testosteron 10,92 124(100) 147(30) 203(16) 246(22) 288(26) Testosteron
5-Androsten-3,17-diol 9,73 161(37) 205(37) 239(28) 272(28) 290(35) NIST 2008
4-Pregnen-20-ol-3- 12,71 124(100) 149(22) 274(7) 298(6)  316(8) NIST 2008
one 12,96 124(100) 149(20) 274(6) 298(7) 316(9)
5-Pregnen-3B,20-diol 11,32 189(41) 233(31) 267(21) 300(22) 318(30) NIST 2008
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Tab. A6 Retentionszeiten und Hauptfragmente der Oxidationsprodukte (GC-MS)

Oxidationsprodukte [nt{’ia;‘] Hauptfragmente (% Haufigkeit) g::;:?:,:g/
Monoterpene
(-)-Menthon 10,82 69(91)  97(33) 112(100) 139(36) 154(22) (-)-Menthon
(-)-Campher 11,04 81(77)  95(100) 108(45) 137(4) 152(26) (+)-Campher
Aliphatische Carbonyle
Neral 13,56 69(100) 94(20) 109(15) 119(6) 137(2) Citral
Aromatische Carbonyle
Indol-3-carbaldehyd Indol-3-
(silyliert mit BSTFA) 11,77 73(100) 147(5) 290(61) 291(17) 359(9) carbaldehyd
Steroide
4-Androsten-3,17- 4-Androsten-
dion 10,64 124(100) 148(57) 201(21) 244(44) 286(68) 3.17-dion
Reduktion von 2-Decalon
2-Decalon (cis und trans) cis- und trans-Decalole (je 2 Diastereomere)
Peakflache x 10° (TIC) Produktanalyse (GC-MS):
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
‘ ‘ ‘ ‘ 1 At5g06060
1 ] m Decalol (1a) | 2 -61NA(2g29260
i ] E geca:o: E;b; 3 -61NAt2g29260Q220Y
[ ecalol (2a
4 @ Decalol (2b) 4 CoTR
5 5 At2g29360
6 6 CrTRL26
7 [ | 7 At2g29350
8 | 8 At2g29150

Abb. A6 Reduktion von 2-Decalon
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