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I. Einleitung

l. Einleitung

1.1 Flavonoide

1.1 Klassifizierung

Ausziige aus bestimmten Pflanzen verwendete man frither als Beizenfarbstoff zum
Gelbfirben von Wolle und Baumwolle. Die Inhaltsstoffe dieser Farberdrogen belegte man, als
thre Konstitution ermittelt worden war, mit der Gruppenbezeichnung Flavone (lateinisch
flavus: gelb). Als man erkannte, dass viele andere Pflanzeninhaltsstoffe denselben chemischen
Aufbau aufweisen, nannte man die gesamte Stoffklasse Flavonoide (Hénsel und Sticher
2007).

Die Flavonoide bilden eine bedeutende Klasse von Sekundidrmetaboliten. Das typische
Grundgertist, ein C;s-Flavan, (Abb. 1), besteht aus zwei aromatischen Ringen (A und B)

verbunden durch einen Heterozyklus (Ring C).

Abb. 1: Grundgeriist des Flavans.

Aufgrund unterschiedlicher Oxidationsgrade des C-Ringes werden die Flavonoide unterteilt
(Abb. 2). Man unterscheidet unter anderem Flavanone, Flavone, Flavonole, Dihydroflavonole,
Leucoanthocyanidine, und Anthocyanidine, die auch noch oligomerisieren konnen, z.B. zu
Proanthocyanidinen (Schijlen et al. 2004).

Abweichend von diesen Flavonoiden ist bei den Isoflavonoiden der B-Ring an C3 anstatt C2
gebunden. Chalkone und Aurone sind mit den Flavonoiden eng verwandt, da sie die Vorstufe
von Flavanonen bilden bzw. einen 5-gliedrigen C-Heterocyclus enthalten (Abb. 2) (Schijlen et
al. 2004). Durch unterschiedliche Substituenten an den verschiedensten Stellen des
Flavonoid-Grundgeriistes entsteht so eine Vielzahl an Verbindungen, von denen mittlerweile
ca. 10000 bekannt sind (Tahara 2007). Eine Pflanzenspezies kann eine Vielzahl
verschiedenster Flavonoide enthalten, die meist glykosidiert vorliegen und in der Vakuole

gespeichert werden (Forkmann und Heller 1999, Koes et al. 2005).



I. Einleitung
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Abb. 2: Struktur des C-Ringes verschiedener Flavonoid-Gruppen (nach Martens ef al. 2010).

1.2 Biosynthese der Flavonoide

Die Flavonoidbiosynthese (Abb. 3) ist in den vergangenen Jahrzehnten in verschiedenen
Pflanzen intensiv untersucht worden. Es wurden Gene kloniert, exprimiert und biochemisch
charakterisiert, so dass die an der Biosynthese beteiligten Enzyme weitestgehend bekannt sind
(Forkmann und Heller 1999, Winkel-Shirley 2001, Springob et al. 2003, Schijlen ez al. 2004,
Xie und Dixon 2005). Aus L-Phenylalanin wird durch die Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
(PAL, E.C.4.3.15) Zimtsdure gebildet, welche wiederum durch die Zimtsdure 4-Hydroxylase
(C4H, E.C.1.14.13.11) zu 4-Cumarsiure umgesetzt wird. Die 4-Cumarat:CoA-Ligase (4CL,
E.C.6.2.1.12) kann nun die 4-Cumarsdure zu 4-Cumaroyl-CoA aktivieren. Die
Chalkonsynthase (CHS, E.C. 2.3.1.74) kondensiert 4-Cumaroyl-CoA mit drei Molekiilen
Malonyl-CoA, welches aus Acetyl-CoA und CO, durch die Aktivitit der Acetyl-CoA
Carboxylase (ACCase, E.C. 6.4.1.2) gebildet wird, zu Tetrahydroxychalkon. Die analoge
Kondensation zu Pentahydroxychalkon mit Kaffeoyl-CoA als Startersubstrat wird ebenfalls
von der CHS katalysiert. Mit der CHS beginnt der eigentliche Flavonoidbiosyntheseweg. Der
anschlieende Ringschluss der Chalkone zu Flavanonen kann, abhingig vom pH-Wert,
spontan erfolgen. Dabei entstehen sowohl 2S- als auch 2R-Flavanone. In situ wird der
Ringschluss durch die Aktivitdt der Chalkonisomerase (CHI, E.C. 5.5.1.6) katalysiert, die mit
hoher Umsatzrate ausschlieBlich die 2S-Flavanone bildet (Abb. 3). Von Flavanonen aus
verzweigen sich die Biosynthesewege: Aus, z.B. Naringenin (NAR) konnen die Isoflavone
entstehen, die spéter niher betrachtet werden. Die Flavonsynthasen I und II (FNS I und II,
E.C. 1.14.11.22) oxidieren Flavanone zu Flavonen, durch C2/C3-Desaturierung (Abb. 3).
Beide Flavonsynthasen katalysieren die gleiche Reaktion, wobei es sich bei der FNS I um

eine o-Ketoglutarat-abhiingige Dioxygenase (2-ODD), bei der FNS II dagegen um eine
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Cytochrom-abhiéngige Monooxygenase (CytP450) handelt. Die FNS I wurde bis jetzt nur in
Pflanzen der Familie Apiaceae nachgewiesen, wohingegen die FNS II weit verbreitet ist. Das
Flavanon NAR kann aber auch am B-Ring hydroxyliert werden, wobei die Aktivitdt der
Flavonoid 3°-Hydroxylase (F3°'H, E.C. 1.14.13.21) das Eriodictyol (ERI) und die der
Flavonoid 3°5°-Hydroxylase (F3°5'H, E.C. 1.14.13.88) das Pentahydroxyflavanon (PHF)
liefert (Abb. 3). Beide Enzyme gehoren zu den CytP450-Monooxygenasen.

Flavanone sind auch das Substrat fiir die Flavanon 34-Hydroxylase (FHT, E.C.1.14.11.9), die
zu den Dihydroflavonolen fiihrt. Dieses Enzym ist eine Dioxygenase (2-ODD) und
hydroxyliert an C3 in trans Konfiguration zum B-Substituenten (Abb. 3). Die entstandenen
Dihydroflavonole kénnen zum Teil wiederum durch die F3’H und die F3°5°H metabolisiert
werden. Weiterhin werden die Dihydroflavonole durch die Flavonolsynthase (FLS,
E.C.1.14.11.23) zu den Flavonolen desaturiert (Abb. 3). Dieses Enzym ist eine weitere 2-
ODD, und fiihrt eine Doppelbindung zwischen C2 und C3 ein. Des Weiteren werden die
Dihydroflavonole von der Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR, E.C.1.1.219) zu den Flavan-
3,4-diolen reduziert, die dann von der Anthocyanidinsynthase (ANS) und UDP-
Glucose:Flavonoid-O-glucosyltransferasen (FGT, E.C. 2.4.1.91) iiber die Anthocyanidine zu
den Anthocyanen iiberfiihrt werden. Diese Verbindungen sind farbig und oft farbgebend fiir
die Bliite: Aufgrund der Glucosylgruppen sind sie gut wasserloslich und im physiologischen
Bereich relativ stabil, so dass sie im sauren Milieu der pflanzlichen Vakuole gut gespeichert
werden konnen. Verschiedene Transportmechanismen vom Syntheseort Cytoplasma zu ihrem
Bestimmungsort (Vakuole oder Zellwand) werden fiir die Anthocyanidine diskutiert, konnten
aber bisher nicht bestétigt werden (Winkel-Shirley, 2001).

Schon 1974 wurde von Stafford vermutet, dass es sich bei den Enzymen der
Flavonoidbiosynthese um einen Multienzymkomplex handelt, der den direkten Transfer oder
ein Weiterleiten der Intermediate zwischen den aktiven Zentren erleichtert. Den ersten
Hinweis dafiir konnte Hrazdina (1992) liefern. Sie zeigte, dass PAL, CHS, und FGT im
Cytosol lokalisiert und die P450-Enzyme C4H, F3°H und F3°5°H in der Membran verankert
sind. Burbulis und Winkel-Shirley (1999) vermuteten in Ackerschmalwand (Arabidopsis
thaliana L., Brassicaceae) direkte Verbindungen zwischen CHS, CHI, FHT und DFR
(Winkel-Shirley 2001).
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Abb. 3: Schema zur Biosynthese der Flavonoide: CHS, Chalkonsynthase; CHI,
Chalkonisomerase; IFS, Isoflavonsynthase; HID, 2-Hydroxyisoflavanon-Dehydratase; FNS I+11,
Flavonsynthase I+I1; FHT, Flavanon 3f-Hydroxylase; F3“H, Flavonoid 3°-Hydroxylase; F3°5°H,
Flavonoid 3°5°-Hydroxylase; FLS, Flavonolsynthase; DFR, Dihydroflavonol 4-Reduktase;

ANS, Anthocyanidinsynthase; FGT, Flavonoid-O-glucosyltransferase.

1.3 Pharmazeutische Bedeutung

Flavonoide sind in der Natur weit verbreitet und kommen in groleren Mengen in Friichten,
Gemiise, Getreide bzw. Samen (Cola, Kaffee, Kakao) oder auch Blittern (Tee) sowie
Produkten wie Bier und Rotwein vor (Skibola und Smith 2000). So wird mit dem
regelméBigen Konsum von Rotwein in einigen Regionen Frankreichs das so genannte ,,French
paradox* erklért. Dort korreliert nicht, wie in den meisten Lindern der westlichen Welt, die
reichhaltige Erndhrung mit einer hohen Sterberate an Herzkreislauferkrankungen. Dieses
Phinomen wird auf die regelmédfBige Einnahme von Rotwein zuriickgefiihrt (Harborne und
Williams 2000), der, im Vergleich zum Weilwein, eine grolere Menge an Polyphenolen
enthilt. Neben Stilbenen, wie z.B. Resveratrol, sind auch Flavonoide im Rotwein zu finden,
wobei es sich dabei hauptsidchlich um Flavan-3-ol Derivate, die Catechine, handelt. Diese
liegen in einer Konzentration von bis zu 190 mg/L vor. An anderen Flavonoiden sind z.B.
Malvidin-3-glucosid (24 mg/L), Rutin (9 mg/L), Quercetin (8 mg/L) oder auch Cyanidin
(3 mg/L) zu finden (Frankel er al. 1993, Harborne und Williams 2000). Ein &hnlicher
Zusammenhang konnte mit der sog. ,Zutphen Elderly“-Studie wahrscheinlich gemacht
werden. Bei dieser Studie wurde untersucht, wie flavonoidreiche Nahrung die Mortalitit
durch Herzkrankheiten bei Minnern (Altersgruppe 65-84 Jahre) beeinflusst. Es zeigte sich,
dass die Sterblichkeitsrate durch Aufnahme von Flavonoiden signifikant gesenkt werden
konnte (Hertog et al. 1993, Harborne und Williams 2000).

Die Wirkung des Konsums von flavanolreichem Kakao auf das Herz-Kreislauf-System wurde
von Schroeter et al. (2006) untersucht. Zum Vergleich nutzten die Autoren Kakaogetrinke
mit hohem und niedrigem Flavanolanteil und konnten nachweisen, dass sich der Verzehr von
flavanolreichem Kakao positiv auf das cardiovaskulédre System auswirkt.

Fiir Flavonoide konnte auch eine anti-inflammatorische Wirkung nachgewiesen werden. So
kann z.B. Apigenin in Konzentrationen von 0,01 bis 100 mg/mL signifikant das Wachstum
von Fibroblasten hemmen (Koganov et al. 1999, Harborne und Williams 2000). Bei
Entziindungsreaktionen spielen Fibroblasten eine wichtige Rolle in der Bildung von
Narbengewebe und interagieren mit dem Immunsystem. Die Verzogerung in der
Wundheilung wird auf ungeniigende oder exzessive Fibroblastenaktivitit zuriickgefiihrt. So

kann die Hemmung des Fibroblastenwachstums durch Flavonoide, wie Apigenin, giinstig fiir
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die Heilung von Hautverletzungen sein. Auch antibakterielle und antivirale Wirkungen der
Flavonoide sind nachgewiesen worden. So wirken Luteolin und Luteolin-4"-O-glucosid aus
Daucus carota bakterizid auf Staphylococcus aureus und Escherichia coli. Das Aglykon
hemmt zusétzlich noch Bacillus cereus und Citrobacter freundii. Auf Bacillus cereus und
Lactobacillus plantarum wirkt Luteolin-3’-O-glucosid bakterizid. (Kumarasamy et al. 2005,
Gebhardt 2007).

Quercetin ist in der Lage, die Reversen Transkriptasen verschiedener Retroviren, HIV-1
Proteinase und HIV-1 Integrase zu hemmen (Middleton et al. 2000). Flavonoide konnen die
Produktion von Interferonen induzieren. Diese korpereigenen Proteine haben verschiedene
antivirale Effekte, so z.B. Verstirkung der Zellmembran, Induktion von Nukleasen, die das
Virusgenom angreifen, und Modifizierung des Phosphorylierungsmusters in der
Proteintranslation, so dass auch die virale Proteinbiosynthese gestoppt wird (Havsteen 2002).
Ein Einfluss von Flavonoiden auf verschiedene Krebsarten wird ebenfalls diskutiert. So
vermutet man aufgrund tierischer Studien, dass durch eine hohe Einnahme an Flavonoiden
mit der Nahrung das Erkrankungsrisiko fiir verschiedene Krebsarten (z.B. Lungen- und
Darmkrebs) gesenkt werden kann. Apigenin wurde als wirksamer Inhibitor von
Zellproliferation und Angiogenese in humanen Endothelzellen gefunden. Zusitzlich konnte es
das Wachstum von humanen Cervixkarzinomzelllinien (HeLa) und Neuroblastomzelllinien
hemmen (Osada et al. 2004, Zheng et al. 2005). Flavon wurde als potentieller Inhibitor der
Proliferation nachgewiesen. Es induziert die Differenzierung und Apoptose der
Darmkrebszellen und erwies sich als besserer Inhibitor der Topoisomerase I als
Camptothecin, ein Zytostatikum, das klinisch bei fortgeschrittenem Darmkrebs zur Erzeugung
von Apoptose eingesetzt wird (Wenzel et al. 2000).

Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass hohere Dosen an Flavonoiden negative Effekte auf
die Gesundheit haben konnen. So wird diskutiert, ob Flavonoide auch als Mutagene, als
Prooxidantien zur Erzeugung freier Radikale, oder als Inhibitoren fiir Schliisselenzyme des
Hormonstoffwechsels wirken konnen. Mboglicherweise konnte der Verzehr von
flavonoidreicher Nahrung auch negative Auswirkungen auf die Schwangerschaft haben, da
Flavonoide in der Lage sind, die Plazenta zu passieren und so Einfluss auf den Fotus zu
nehmen. Die negativen Effekte der Flavonoide auf die Gesundheit des Menschen durch
Verzehr von hohen Dosen konnen durch normale Ernidhrung nicht ereicht werden. Allerdings
werden mittlerweile Nahrungserginzungsmittel angeboten, mit denen wesentlich hohere

Flavonoidmengen (das 10 bis 20-fache einer normalen vegetarischen Erndhrung)
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aufgenommen werden und somit potentiell negative Effekte auslosen konnen (Skibola und

Smith 2004).

1.4 Bedeutung fiir die Pflanzen

Flavonoide sind aus mehr als 70 Pflanzenfamilien beschrieben worden und man geht davon
aus, dass sie in allen Landpflanzen vorkommen. Die meisten dieser Pflanzen zédhlen zu den
Angiospermen, es sind aber auch flavonoidhaltige Gymnospermen bekannt, so z.B. Pinaceaen
oder auch Cupressaceaen (Martens und Mithofer 2005). Die Flavonoide spielen eine wichtige
Rolle fiir die Pflanzen, so wirken sie z.B. durch Absorption schéddlicher UV-Strahlung
(Harborne und Williams 2000). Wichtig sind sie auch in der Wechselbeziehung von Pflanze
und Insekten. Blaue Bliiten bieten einen Selektionsvorteil, da sie fiir Bienen besonders
attraktiv sind und diese so zur Bestdubung angelockt werden. Farblose Flavonoide dienen der
Anlockung von Insekten, da sie unter UV-Licht fiir Insekten auffillige Muster bilden
(Harborne und Williams 2000). Zusitzlich wirken Flavone, z.B. Luteolin-7-O-(6""-O-
malonyl)-$-D-glucosid, in Kombination mit trans-Chlorogensdure stimulierend fiir die
Eiablage von bestimmten Schmetterlingsarten. Sie konnen aber auch FraBschiden durch
Larven verhindern, indem sie abschreckend wirken. AuBBerdem sind Flavone und Flavonole,
neben den Isoflavonoiden, fiir die Stickstofffixierung in Leguminosen von Bedeutung. Durch
die Abgabe der Flavonoide in den Erdboden lockt die Pflanze Knollchenbakterien an und die
dann die Expression der Nodulationsgene fordern (Harborne und Williams 2000).

Neben den Interaktionen mit Insekten konnen Flavonoide auch als Phytoalexine wirken. In
diesem Fall ist ihre Produktion/Akkumulation hdufig induzierbar und kann als Reaktion auf

andere Pflanzen, Nematoden, Mollusken, Pilze oder auch Bakterien hochreguliert werden.

1.2 Isoflavonoide

2.1 Biosynthese der Isoflavonoide

Mehr als 1600 Isoflavonoide, inklusive verschiedener Glucoside, sind momentan beschrieben
(Veitch 2007, Lapcik 2007). Sie kommen hauptsichlich in der Familie der Leguminosae vor,
es wurden aber bis jetzt auch schon 225 Verbindungen in Nicht-Leguminosen nachgewiesen
(Lapcik 2007).

Isoflavonoide entstehen biosynthetisch aus Flavanonen wie NAR, Liquiritigenin und
moglicherweise anderen 7-Hydroxyflavanonen (Schijlen ef al. 2004, Lapcik 2007). So wird

diskutiert, ob 7-Hydroxyflavanone, ohne Hydroxylierung im B-Ring, auch als Vorstufe
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fungieren konnen (Kim et al. 2003, Lapcik 2007). Zumindest die Isoflavone Genistein (GEN)
und Daidzein entstehen in zwei Schritten: Das 2S-Flavanon NAR oder Liquiritigenin wird
von der 2-Hydroxyisoflavonsynthase (IFS, E.C.1.14.13.86) (Akashi et al. 1999, 2005, Steele
et al. 1999) an C-2 hydroxyliert und der B-Ring von C2 nach C3 verschoben. AnschlieBend
dehydratisiert das Enzym 2-Hydroxyisoflavanon-Dehydratase (HID, Steele et al. 1999,
Akashi et al. 2005) unter Einfithrung einer C-2 und C-3 Doppelbindung zu Daidzein bzw.
Genistein (Abb. 4). In der Literatur kursieren unterschiedliche Akronyme fiir die
2-Hydroxyisoflavonsynthase, so wird diese z.B. bei Veitch (2007) als 2-HIS bezeichnet,
wohingegen der Terminus IFS die Gesamtreaktion beschreiben soll. In der hier vorliegenden
Arbeit werden die Begriffe IFS und HID nach Akashi et al (1999, 2005) fiir die

2-Hydroxyisoflavonsynthase und die 2-Hydroxyisoflavanon-Dehydratase verwendet.

OH

R

Flavanone ‘ Isoflavon
R=H Liquiritigenin 2-Hydroxyisoflavanon R=H Daidzein
R=OH Naringenin R=OH Genistein

Abb. 4:Umsetzung von Flavanonen zu Isoflavonen. IFS, 2-Hydroxyisoflavonsynthase, HID, 2-
Hydroxyisoflavanondehydratase.

Gene, die fiir die IFS kodieren, wurden schon aus vielen Leguminosen identifiziert, z.B. von
Sojabohne (Glycine max L.), Luzerne (Medicago sativa L.), SiBholzwurzel (Glycyrrhiza
glabra L.), Kichererbse (Cicer arietinum L.), Mungbohne (Vigna radiata L.), Klee (Trifolium
pratense L.) oder auch von der Zuckerribbe (Beta vulgaris L.), aus der Familie der
Chenopodiaceae (Akashi et al. 1999, Steele et al. 1999, Overkamp et al. 2000, Kim et al.
2005, Lapcik 2007). Alle bekannten IFSn gehoren zur CytP450-Unterfamilie CYP93C, sind
NADPH abhingig, und zeigen eine hohe Sequenzéhnlichkeit von 95 %. Die HID wurde aus
G. max und Glycyrrhiza echinata kloniert. Diese beiden l6slichen Proteine gehdren einer
groBen Carboxylesterase-Familie an, in der die Proteine aus Pflanzen eine eigene
monophyletische Gruppe bilden (Akashi et al. 2005).

Neben IFS und HID sind weitere Enzyme aus der Biosynthese der Isoflavonoide bekannt
(Abb. 5). Dazu zihlen Isoflavon O-Methyltransferasen und verschiedene Hydroxylasen. So ist
z.B. aus G. echinata eine 2,7,4"-Trihydroxyisoflavanon 4°-O-Methyltransferase (HI4"OMT)

bekannt, die fiir die Produktion des Formononetins aus 2,7.4-Trihydroxyisoflavanon
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verantwortlich ist (Akashi ef al. 2003). Eine 7-O-Methyltransferase (D70MT) wurde von M.
sativa beschrieben, die Daidzein zu Isoformononetin methyliert (He et al. 1998) (Abb. 5).

Hydroxylierungen an C-2” und C-3" des B-Rings werden durch die Isoflavon 2°-Hydroxylase
(I2°H) und die Isoflavon 3°-Hydroxylase (I3"H) eingefiigt. Es wurden z.B. Gene, die fiir
entsprechende Enzyme kodieren, aus cDNA Banken von G. max Zellkulturen, Keimlingen
von Lotus japonicus Regel, (Hornklee, Fabaceae) und Wurzeln von Medicago truncatula
Gaertner (Gestutzter Schneckenklee, Fabaceae) isoliert und biochemisch getestet (Veitch

2007).

HI4'OMT
—

o 2,7,4"-Dihydroxy-4""
methoxyisoflavanon

HID HID
-H,O -H;0

2,7,4"-Trihydroxyisoflavanon

(-)-Vestiton 2 ’-Hydroxyformong\rﬁgtin 3 ’-Hydroxyformong\lﬁatin

Abb. 5: Biosynthese der Isoflavone. HI4'OMT, 2,7,4"-Trihydroxyisoflavanon 4°-O-
Methyltransferase; D7OMT, Daidzein 7-O-Methyltransferase; 12°H, Isoflavon 2°-Hydroxylase;
I3°H, Isoflavon 3’-Hydroxylase; IFR, Isoflavonreduktase.

AuBerdem wurde eine Isoflavonreduktase (IFR, E.C. 1.3.1.45) aus Medicago sativa als erstes
Enzym der Medicarpin Biosynthese beschrieben. Es handelt sich um eine monomere,
NADPH-abhingige Reduktase, die 2°-Hydroxyformonetin in (3R)-Vestiton unter Ausbildung
eines chiralen Zentrums {iiberfiihrt (Abb. 5). Auch aus anderen Leguminosen wurden [FRn
identifiziert und ihre cDNA kloniert, so z.B. aus Erbse (Pisum sativum L., Fabaceae),
Kichererbse (Cicer arietinum L.), und Soja, wo sie speziell am Phytoalexinstoffwechsel
beteiligt sind. Die IFR aus Soja kann 2°-Hydroxydaidzein, 2°-Hydroxyformonetin,
2’-Hydroxygenistein als Substrat nutzen, die IFR aus Erbse und Kichererbse 7,2"-Dihydroxy-

4°.5"-methylendioxyisoflavon und 2’-Hydroxyformononetin. IFRn gehoéren einer grofleren
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Proteinfamilie an, der auch ,IFR-like*“ Proteine zugeordnet wurden, mit signifikanten
Sequenzhomologien zu IFRn der Leguminosen, ohne dass deren Funktion vollstindig

verstanden ist (Wang et al. 2006).

o OH
3, ey
i T Fen B ’ IFS O -
. —" g
o
) o‘ . I ° 2,6,7,4"- o 6,7,4"-Trihydroxy- o
R=H Liquiritigenin  6,7,4"-Trihydroxyflavanon Tetrahydroxyisoflavanon  isoflavon

Abb. 6: Enzymkatalysierte Reaktion von Liquiritigenin zu 6,7,4"-Trihydroxyisoflavon mit F6H,
Flavonoid 6-Hydroxylase aus Glycine max. IFS, 2-Hydroxyisoflavonsynthase; HID,
Hydroxyisoflavanondehydratase.

Aus G. max Zellkulturen wurde eine weitere CytP450 cDNA isoliert, die fiir eine Flavonoid
6-Hydroxylase (F6H) kodiert (Latunde-Dada et al. 2001, Abb. 6). Das Vorkommen von z.B.
Demethyltexasin ~ (6,7,4"-Trihydroxyisoflavon) und  Glycitein  (7,4"-Dihydroxy-6-
Methoxyisoflavon) konnte ein Hinweis darauf sein, dass F6H an der Biosynthese der
Isoflavonoide beteiligt ist. Allerdings weist die, im Vergleich zu Flavonoidsubstraten, nur
schwache Aktivitit mit Isoflavonen der rekombinanten F6H nach Expression in
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) darauf hin, dass die 6-Hydroxylierung wohl schon
auf der Stufe der Flavanone stattfindet. Die 6-hydroxylierten Flavanone konnen dann von der

IFS umgesetzt werden.

2.2 Bedeutung der Isoflavonoide

Isoflavonoide sind an Interaktionen zwischen Pflanzen und Umwelt (Bakterien, Pilze,
Mollusken und herbivoren Insekten) maB3geblich beteiligt (Dakora und Phillips 1996). In der
Familie der Leguminosen spielen Isoflavonoide eine wichtige Rolle in der Pflanzen-
Mikroben-Wechselbeziehung. Sie ermdéglichen die Symbiose von Pflanze und rhizobiellen
Bakterien (Rhizobium spp.), da sie wie auch einige Flavonoide, Signalsubstanzen fiir die
Stickstofffixierung durch Knoéllchenbakterien sind. Sie wirken als ,,chemoattractans* fiir die
Bakterien und induzieren die nod-Genexpression (Van Rhijn und Vanderleyden 1995,
Pueppke 1996, Yu et al. 2000). Des Weiteren sind die Isoflavone Bestandteile der
unspezifischen Resistenzmechanismen als induzierte Abwehrstoffe gegen Schadorganismen.
So ist Daidzein die Vorstufe fiir der Phytoalexine Medicarpin und Glyceollin, die z.B. in Soja
und Luzerne produziert werden. (Blount er al. 1992, Graham 1995, Winkel-Shirley 2001).

Genistein besitzt selbst eine fungizide Wirkung und stellt eine Vorstufe fiir das Phytoalexin
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Kieviton in der Gartenbohne (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) dar (Rivera-Vargas et al.
1993, Garcia-Arenal ef al. 1978).

Isoflavone sind auch von pharmakologischem Interesse, da sie positive Wirkungen auf die
Gesundheit des Menschen haben sollen. Zunichst wurde allerdings ein negativer Effekt der
Phytoostrogene auf die Fertilitdt von Schafen und Kiihen beobachtet, die isoflavonreichen
Klee fraBBen. (Dixon 2004). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde auch vermutet, dass
verringerte Fertilitdtsraten in einigen menschlichen Populationen auf den Einfluss
verschiedener Phytoostrogene zuriickzufiihren sind. Andererseits konnen Genistein und
8-Prenylnaringenin die Fertilitdtsrate von Maéusespermien in vifro in submikromolaren
Konzentrationen erhthen und in ménnlichen Ratten war nach ldngerer Exposition mit
Genistein kein negativer Effekt auf die Qualitiit der Spermien nachweisbar (Dixon 2004).
Signifikante Korrelationen bestehen zwischen einer isoflavonreichen, auf Soja basierenden
Diit, der Menge an Isoflavonen im Urin und einem verminderten Risiko an Brustkrebs zu
erkranken oder auch der Mortalitédtsrate an Prostatakrebs beim Menschen (Ganry 2002, Sarkar
et al. 2002, Dixon 2004). So wurde z.B. in Untersuchungen an Frauen in Singapur festgestellt,
dass der Verzehr von Soja zu einem geringeren Brustkrebsrisiko fiihrte. Genetische
Hintergriinde konnen dabei ausgeschlossen werden, da das Risiko bei Asiatinnen, die nach
Amerika immigrierten und die westliche Kost annahmen, anstieg. Isoflavon Phytoostrogene
stimulieren auch die osteoblastische Knochenbildung, vermindern den Knochenabbau und
verhindern den Knochenschwund im Tiermodell. Solche Effekte konnten bei Frauen nach den
Wechseljahren (aber nicht davor) bestitigt werden. Daher kann durch sojareiche Kost
Osteoporose in Riicken und Hiifte behandelt werden (Yamaguchi 2002, Dixon 2004).
Phytoostrogene sollen auch andere Beschwerden der Menopause, wie Hitzewallungen oder
nidchtliche SchweilBausbriiche, lindern konnen. Neben diesen genannten Effekten werden auch
eine Verbesserung der Cholesterin-Werte und eine Minderung des Risikos an koronaren
Herzkrankheiten zu erkranken, diskutiert (Cornwell er al. 2004, Dixon 2004, Deavours und
Dixon 2005).

1.3 Monooxygenasen-Dioxygenasen

Eine grofle Zahl von natiirlichen Enzymen ist in der Lage molekularen Sauerstoff aus der Luft
zu aktivieren und fiir vielféltige Reaktionen zu nutzen. (Bugg 2003). Diese Enzyme konnen in
zwei Gruppen unterteilt werden: (a) Oxidasen, die Sauerstoff (O;) als Oxidanz nutzen und zu
Wasserstoffperoxid (H,O,) oder Wasser (H,O) reduzieren und (b) Oxygenasen, die die

Sauerstoffatome in Produkte einbauen. Diese werden wiederum in Mono- und Dioxygenasen
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unterteilt. Monooxygenasen katalysieren den FEinbau eines Sauerstoffatoms, wihrend
Dioxygenasen beide Atome in das Produkt/die Produkte integrieren.

Monooxygenasen enthalten eine Haim-Gruppierung im aktiven Zentrum, die an Stelle von O,
auch CO; binden kann unter Verschiebung der langwelligen Absorptionsbande nach 450 nm.
Dies hat zur Bezeichnung ,,CytP450“-Enzyme gefiihrt. Die CytP450-Gene (auch als CYP
bezeichnet) sind in nahezu allen Organismen zu finden. Der Ursprung der CytP450
Superfamilie findet sich in Prokaryonten, wo sie als 10sliche Proteine vorliegen, bevor
molekularer Sauerstoff in der Atmosphire akkumulierte. Allerdings fehlen sie in E. coli,
wohingegen z.B. Mycobacterium tuberculosis 20 CytP450-Gene enthilt. In Eukaryonten sind
die CytP450-Enzyme membrangebunden. Die Bickerhefe (Saccharomyces cerevisiae) enthilt
drei CYP-Gene, das Genom der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) weist sogar 83
CytP450-Gene auf. Die grofite Anzahl an CYPs ist aber in Pflanzen enthalten, so wurden z.B.
in Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana L., Brassicaceae) anhand von Sequenzvergleichen
tiber 286 CYP-Sequenzen gefunden. CytP450-Enzyme konnen, abhingig vom
Elektrontransport aus NAD(P)H in 4 Klassen unterteilt werden. Klasse II Proteine, die in
Eukaryonten am weitesten verbreitete Klasse, benotigen zum Elektronentransfer eine
FAD/FMN enthaltende CytP450-Reduktase. CytP450 und CytP450-Reduktase liegen als
separate Enzyme assoziiert an der Auenseite des Endoplasmatischen Retikulums (ER"s) vor
und besitzen aminoterminale hydrophobe Anker. Der Elektronenfluss lduft vom NADPH {iber
FAD und FMN zum Héim. Ein zusitzliches carboxyterminal verankertes Cytochrom bs kann
Elektronen vom NADH befordern und die Aktivitit einiger P450-Enzyme erhohen (siehe
Abb. 7). So zeigten de Vetten et al. (1999), den Zusammenhang der F3°5"H mit Cytochrom bs
in blau bliilhenden Petunien. Durch Inaktivierung des Cytochrom bs-Gens konnte eine
verminderte Aktivitdt der F3°5°H und eine verinderte Bliitenfarbe festgestellt werden. Daraus

wurde geschlossen, dass Cytochrom bs fiir die Aktivitit der F3°5°H wichtig ist.

Abb. 7: Komponenten des
Cytochrom-P450-Systems auf
der cytosolischen Seite des
ER’s (aus Donaldson und
Luster , 1991).
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Die Sekundirstruktur der CytP450 wird aus einem variablen Membrananker und einer
globuldren Domine gebildet, die durch ein Scharnier verbunden sind, welches ein Cluster von
basischen Resten und ein Cluster an Prolinen (oft PPGP) enthilt (Abb. 8). Konservierte
Bereiche in der globuliren Domine bestehen aus einem distalen Element des Hams, das an
der Katalyse beteiligt ist, einem Glu-X-X-Arg-Motiv und einer Him-bindende Schleife, die

ein konserviertes Cystein beinhaltet.

[ T T T T T
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I 1T 1
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[
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Abb. 8: Sekundirstruktur der CytP450 Proteine. Mogliche Substraterkennungsstellen sind in
schwarz dargestellt. 1, distales Element des Hims; 2, Glu-X-X-Arg-Motiv; 3, Himbindende
Schleife(aus Werck-Reichhart und Feyereisen 2000, geindert).

Die Gesamtreaktion der CytP450 Enzyme folgt der Gleichung:

NADPH + H'+ O,+ R-H —» NADP"+ H,0O + R-OH
Nach Spaltung der homologen O,-Bindung wird ein Atom des Sauerstoffs mit zwei
Elektronen und zwei Protonen zu Wasser umgesetzt, wihrend das andere in das Produkt
eingebaut wird.
Hydroxylasen aus dieser Enzymklasse spielen in Biosynthesen praktisch aller
Sekundirstoffgruppen (Terpene, Fettsduren, Phenylpropane, Alkaloide) eine Rolle. Zudem
sind sie in der Lage, komplexe Kopplungs- und Mehrstufen-Oxidationen zu katalysieren. In
der Flavonoid- bzw. Isoflavonoidbiosynthese sind unter anderem folgende CytP450-Enzyme
involviert: FNS II, F3°H, F3°5°H, 12°H, I3"H und die IFS (Ayabe und Akashi 2006).
Dioxygenasen sind 16sliche, Hidm-unabhingige Enzyme, die an der Biosynthese von
Pflanzenhormonen (z.B. Abscisinsidure, Gibberelin oder Ethylen) und auch sekundiren
Inhaltsstoffen (z.B. Flavonoiden oder Alkaloiden) beteiligt sind. Die Dioxygenasen der
Pflanzen lassen sich zwei Klassen zuordnen, den Lipoxygenasen und den 2-Oxoglutarat-
abhingigen Dioxygenasen (2-ODDs, Prescott und John 1996).
Die 2-ODDs sind in Tieren und Bakterien in wichtige Biosynthesewege involviert wie z.B.
der Bildung von Collagen oder f-Lactam-Antibiotika. Auch an der Modifizierung von
Aminosduren und Peptiden sind sie beteiligt (Prescott und Lloyd 2000). In der

Flavonoidbiosynthese sind fiinf Dioxygenasen bekannt, die alle ham-frei sind und Fe (II) und
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2-Oxoglutarat als Cofaktoren bendtigen. Dies sind: FHT, ANS, FLS, FNS I und die Flavonol-
6-Hydroxylase (F6H) aus Chrysosplenium americanum (Saxifragaceae), die die Oxidation des
Flavonoid A-Ringes katalysiert (Turnbull et al. 2004).

Die meisten Dioxygenasen benotigen als Cofaktor ein Metall-Ion, wobei es sich oft um Fe(II)
oder Fe(Ill) handelt (Bugg 2003). Der Reaktionsmechanismus von 2-ODDs wurde
verschiedentlich beschrieben. Die Decarboxylierung von 2-Oxoglutarat liefert unter
Aufnahme eines Sauerstoffatoms die Elektronen zur Erzeugung einer enzymgebundenen

Ferryl-Species, die z.B. die Hydroxylierung eines Substrates bewirkt (Abb. 9).

(o)
I__IeIV
o o  EnzymFe" O, | " R
- 4 | o, | —> ROH
o o l!_eIII
o o
2-Oxoglutarat Succinat  t €02

Abb. 9: Reaktionsmechanismus der Dioxygenasen nach Turnbull ef al. (2004).

Dabei entsteht aus 2-Oxoglutarat Succinat und CO, (Turnbull et al. 2004). In vitro bendtigen
diese Dioxygenasen zum Schutz von Fe (II) zusitzlich Ascorbat (Prescott und Lloyd 2000).
Ascorbat oder Dithiotreitol als Reduktionsmittel oder Zugabe von Katalase in in vitro
Enzymtests kann das Enzym stabilisieren, das durch Fe-abhingige radikalische
Seitenreaktionen geschidigt werden konnte (Gebhardt 2007). Alle 2-ODDs enthalten zwei
konservierte Bereiche, einerseits ein H-X-D-Motiv, fiir die Bindung des Eisenions und
andererseits ein R-X-S-Motiv als 2-Oxoglutarat-Bindestelle (Prescott und Lloyd 2000).
Interessanterweise konnen in der Flavonoidbiosynthese einige Monooxygenasen und
Dioxygenasen die gleiche Substratumsetzung katalysieren. Dazu gehoren sowohl die FNS I in
Apiaceae und FNS II in anderen Pflanzen fiir die Entstehung der Flavone aus Flavanonen
(Martens und Mithofer 2005). Das gleiche Phinomen gilt fiir F6H, die in Glycine max
(CytP450 Enzym) und in C. americanum (2-ODD) die 6-Hydroxylierung von Flavonen
katalysiert (Latunde-Dada et al. 2001, Forkmann und Heller 1999, Anzellotti und Ibrahim
2000, 2004).
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1.4 Humane UDP-Glucuronosyltransferasen

Glycosylierungen wurden in Bakterien, Pilzen, Pflanzen, Insekten, Fischen, Vogeln und dem
Menschen beschrieben (Bock 2003, Radominska-Pandya et al. 2005). Die UDP
Glycosyltransferase (UGT)-Superfamilie der Sdugetiere kodiert Enzyme, die héufig lipophile
Substrate mit Zuckern bzw. Zuckersduren (z.B. Glucose, Glucuronsiure, Xylose, Galaktose)
konjugieren (Mackenzie et al. 2005). Bis jetzt sind 117 UGT-Gene der Sdugetiere bekannt,
die vier UGT-Familien, UGT1, UGT2, UGT3 und UGTS zugeordnet wurden (Mackenzie et
al. 1997, 2005). Die UDP-Zuckerspezifitiat der UGT3 ist bis jetzt noch unbekannt. Das Enzym
UGTS8A1 zeigt Priferenzen fiir UDP-Galaktose. UGT1 und UGT2 bevorzugen UDP-
Glucuronsiure, sie konnen aber laut Senafi ef al. (1994) auch UDP-Xylose und UDP-Glucose
als Donor nutzen. Als Substrate konnen viele verschiedene Verbindungen aus den
unterschiedlichsten Stoffklassen (z.B. Lipide, biogene Amine, Steroide, fettlosliche Vitamine)
fungieren. Bis jetzt konnten bereits ca. 350 mogliche Substrate fiir Glycosyltransferasen
identifiziert werden.

In der Literatur werden UDP-Glukosyltransferasen und UDP-Glucuronosyltransferasen unter
dem Akronym UGT zusammengefasst. Im Weiteren wird UGT in diesem Text aber nur fiir
die UDP-Glucuronosyltransferase verwendet. Die Glucuronidierung ist, vor allem beim
Menschen, ein wichtiger Entgiftungsprozess (Phase 1I-Metabolismus), der die Ausscheidung
iber die Leber ermdglicht.

Die Familie der humanen  UDP-Glucuronosyltransferasen  gehort zu  den
Typ I-Membranproteinen, die im ER und der inneren und duBleren Kern-Membran lokalisiert
sind (Meech und Mackenzie 1998, Radominska-Pandya et al. 2002, 2005).

Die UGTn sind 529 bis 534 Aminosiuren lang und besitzen hoch konservierte Bereiche fiir
die Membranbindung und Aktivitit (Wooster et al. 1993). Das Protein besitzt eine 17
Aminosduren umfassende hydrophobe ,,membran spanning* Doméne nahe am C-Terminus,
welche das Protein in der Lipiddoppelschicht verankert. Jede Isoform verfiigt iiber ein N-
terminales Signalpeptid, das wihrend der Insertion der Polypeptidkette deletiert wird. Der
Hauptteil des Proteins, welcher die Substratbindestelle beinhaltet, liegt innerhalb des Lumens
der Cisternae. Die terminalen 20-30 AS enthalten einige basische Reste und sind dem
Cytoplasma exponiert (Meech und Mackenzie 1997). Die Aktivitit der UGTn hiingt von der
Anwesenheit von Phospholipiden ab (Radominska-Pandya et al. 2005).

Die humane UGT]1 ist auf dem menschlichen Chromosom 2q37 lokalisiert und umfasst einen
Bereich von mehr als 200 kb. Dieser Bereich beinhaltet 13 individuelle Promotoren (erste

Exons) und ein Set von 4 Exons (2-5), das fiir alle UGT1-Gene identisch ist (Ritter et al.
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1993). Das bedeutet, dass 13 potentielle Transkripte hergestellt werden konnen, die
einzigartige 5 -Enden, aber identische 3"-Enden besitzen (Abb. 10). Diese 13 Gene wurden
von UGTIAI, UGTIA2P, UGTIA3,....bis UGTIAI3P durchnummeriert. Von diesen 13
Genen weisen jedoch vier (UGTIA2P, UGTIAIIP, UGTIAI2P, UGTIA13P) Mutationen im
ersten Exon auf und wurden deshalb als Pseudogene bezeichnet.

Die Durchnummerierung der Gene sollte ihre Position relativ zu ihrer Lage zu Exon 2-5
widerspiegeln, wobei /Al am Nichsten und UGTIA13P am Entferntesten von Exon 2-5 zu
finden sein sollte. Nach Sequenzierung des Humangenoms wurde aber festgestellt, dass diese
Bezeichnungen nicht ganz richtig sind und z.B. UGTIAI3P zwischen UGTIA9 und
UGTIAIO liegt. Auf Grund der Akzeptanz dieser Namensgebung und um weiteren
Verwirrungen vorzubeugen, wurde diese aber nicht mehr gedndert (Gong et al. 2001,
Mackenzie et al. 2005).

Die Familie der UGT2 in Sidugetieren wird in die beiden Unterfamilien UGT2A und 2B
unterteilt. Die menschliche UGT2 Genfamilie ist auf dem Chromosom 4ql3 gruppiert und
beinhaltet drei UGT2A Mitglieder und zwdolf (sieben Gene und fiinf Pseudogene) die der
Unterfamile 2B angehoren. Im Gegensatz zu UGT1 ist die Familie UGT2 durch
unterschiedliche Gene codiert (Mackenzie et al. 1997), die jeweils aus sechs Exons bestehen.
Eine Ausnahme stellen hier UGT2A1 und UGT2A2 dar. Ahnlich wie die Familie UGT1
besitzen diese ein variables Exon 1 und das gleiche Set von fiinf Exons, was dazu fiihrt, dass
die Proteine unterschiedliche N-terminale Sequenzen, aber ein identisches C-terminales Stiick

von 288 Aminosiuren, aufweisen.

11 kb of 5’ regulatory
sequence of UGT1A1
Divergent First Exons and §'r ¥ C 1 exons

1A12 1A11 1AB 1A10 1A13 1A% 1AT 1A6 1A5 1A4 1A3 1A2 1A1 234 5

g e L s U o
- -l

) B -
Listisreapttictonsimsact- AN [ NSRRI, 1H--B ™
____________________ |_|_|__. 1A5

________________________ I_I_I__. 1A6
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______________________________ .|_|_|__. 1A8

syNY seBuosson

Human UGT2B7 I | l .
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Abb. 10: Genomische Organisation des komplexen humanen UGT1A Ortes und des UGT2B7
Gens (aus Radominska-Pandya et al. 2005).
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Expressionsstudien der UGTI1A zeigen, dass der Hauptanteil der UGTn in der Leber
exprimiert wird, sie konnen aber u. a. auch im Gastrointestinaltrakt, Gehirn, Niere, Lunge,
Ovarien, Uterus, Prostata oder der Haut gefunden werden (Radominska-Pandya et al. 2005).
Fir die Aktivitit der UGT1 und UGT2 wurden verschiedene Substratklassen getestet, z.B.
Cumarine, Steroide, Opioide, primére, sekundére und tertidare Amine. Fiir Anthrachinone und
Flavone wurden Enzymaktivititen fir UGT1A1, UGT1A3, UGT1A7, UGTI1AS8, UGT1A9
und UGT1A10 beschrieben (Tukey und Strassburg 2000).

L.5 Bedeutung der UDP- Glucuronosyltransferasen fiir den Menschen

Die Entgiftung lipophiler Substrate (Xenobiotika, endogene Stoffe) hingt von der Erhohung
der Wasserloslichkeit ab (Phase II-Metabolismus). UDP-Glucuronosyltransferasen nutzen den
Donor UDP-Glucuronsidure zur Ubertragung des Glucuronosyl-Restes auf nukleophile
Gruppen (z.B. -OH, -NH,, -SH, -COOH) der Substrate, erhohen damit die Polaritdt und
ermoglichen die Ausscheidung iiber Leber und Niere. Eine grole Anzahl endogener Stoffe
oder von Arzneimitteln kann direkt glucuronidiert werden (Abb. 11). Beispiele dafiir bieten
37-Azido-3"-deoxythymidin (AZT), nichtsteroidale Entziindungshemmer, Morphine oder auch
Bilirubin, Fettsiduren, Steroide, Prostaglandine, Steroide und Thyroidhormone (Radominska-
Pandya et al. 1999, 2005). Falls funktionelle Gruppen fehlen, werden diese (vorwiegend
Hydroxyl-Reste) durch CytP450- und andere Enzyme eingefiihrt (Phase I Metabolismus).

Phase | Abb. 11: Die Rolle der UGT im Kontext

Oxidized Product mit anderen Entgiftungsprozessen und

Uptake

Oxidation

o UGT Transportern (aus Radominska-Pandya
Conjugation gar | Phaselll  or a1, 2005).
Conjugated Product
ATP
Export Phase Il|
MOR

OATP: Organic Anion Transporter Polypeptide
OCT: Organic Cation Transporter

MRP: Multidrug Resistance-Associated Protein
MDR: Multidrug Resistance Prolein

Von allen bekannten UDP-Glucuronosyltransferasen des Menschen glucuronidiert nur die
UGT1AI1 das Bilirubin. Das Produkt Bilirubindiglucuronid ist, im Gegensatz zu Bilirubin,

wasserloslich und kann ausgeschieden werden (Strassburg ef al. 2008). Die mangelhafte
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Expression von UGTIAI ist auch Ursache von Erbkrankheiten (Ritter et al. 1991, 1992,
Bosma et al. 1994). Dabei handelt es sich um das Crigler-Najjar Syndrom Typ I und Typ II
und das sog. Gilbert’s Syndrom: Wihrend beim Crigler-Najjar Syndrom Typ I iiberhaupt kein
glucuronidiertes Bilirubin gebildet werden kann, sind beim Typ II immerhin geringe Mengen
an Mono- und Diglucuroniden nachweisbar. Entsprechend unterscheidet sich die erforderliche
Therapie, wihrend fiir Typ I eine Lebertransplantation nétig ist, um die UGTIAI Allele zu
ersetzen, ist bei Typ II eine Photo- oder medikamentdse Therapie ausreichend. Beim Gilbert-
Syndrom ist dagegen keine Therapie erforderlich, es handelt sich hierbei um eine
voriibergehende Hyperbilirubindmie bei jungen Erwachsenen, die durch psychischen Stress,
Infektionen oder korperlicher Anstrengung hervorgerufen werden kann (Gilbert und
Lereboullet 1901, Tukey und Strassburg 2000). Unzureichende Aktivitit der UGT1A wird
auch mit der Entstethung von Krebs in Verbindung gebracht. So wurde eine down-
Regulierung von UGT1A mRNA und mikrosomaler katalytischer Aktivitit in Tumoren des
Gastrointestinaltraktes (Speiserohre, Magen, Leber und Niere) festgestellt (Strassburg et al.
1997, 1998, 1999). Erstmalig wurde 1950 {iiber eine autoimmune Hepatitis berichtet
(Waldenstrom), bei der es sich um eine chronische Leberentziindung handelt, die durch
Verlust der Selbsttoleranz gegeniiber der Leber gekennzeichnet ist. Es wurde unter
verschiedenen Antikorpern die sog. Leber/Niere mikrosomalen Antikorper Typ 3 (LKM3)
beschrieben, die an die UGT1A Proteine binden. Diese Antikorper werden als Marker fiir die
autoimmune Hepatitis Typ II verwendet und konnen an die UGT1A1 UGT1A6, UGT1A4 und
an die UGT1A6 des Kaninchens binden. Zusitzlich wurde noch eine geringere Reaktivitit mit
UGT?2B Isoformen nachgewiesen (Tukey und Strassburg 2000).

Die Glucuronidierung ist auch von Bedeutung fiir den Metabolismus von Flavonoiden aus der
Erndhrung oder nach therapeutischer Applikation. Im Blut sind keine Flavonoide oder nur
geringe Spuren nachweisbar, was ein Hinweis darauf ist, dass Flavonoide im Korper rasch
umgesetzt werden. Die Glucuronidierung ist dabei eine der drei Hauptreaktionen (Chen et al.
2008). Flavonoide aus der Didt konnen die intestinale UDP-Glucuronosyltransferase
induzieren. Galijatovic et al. (2001) zeigten, dass durch das Flavonoid Chrysin, die UGT-
Aktivitdt und Expression (besonders die von UGT1A1l) in der humanen Intestinal-Zelllinie
induziert wird, wobei die Autoren neben Immunoblot-Analysen die Glucuronidierung von
Chrysin als Marker fiir die Expression nutzten. Die UDP-Glucuronosyltransferaseaktivitit
kann wichtig sein fiir die die Glucuronidierung und Entgiftung von Kolon- und anderen
Karzinogenen, da durch die Induktion der UGT1A1 das Kolon-Karzinogen 2-Hydroxyamino-
I-methyl-6-Phenylimidazo[4,5b]-Pyridin (N-hydroxy-PhIP) besser glucuronidiert und dann
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vom Korper ausgeschieden werden kann. Moglicherweise kann auf diese Weise das mutagene

bzw. kanzerogene Potential von N-hydroxy-PhIP verringert werden (Galijatovic ef al. 2001).

1.6 Gewinnung von Naturstoffen

Die zunehmende Bedeutung von pflanzlichen Naturstoffen, unter anderem Flavonoiden, in
Pharmazie und Lebensmittelindustrie zeigt sich u.a. in dem Trend kiinstliche Farbstoffe in
Nahrungsmitteln durch natiirliche zu ersetzen, wobei die Flavonoide, insbesondere die
Anthocyane, aufgrund ihrer intensiven Firbung eine wichtige Rolle spielen (Cabrita et al.
2000, Yan et al. 2008). Die bendtigten Mengen an spezifischen Flavonoiden werden
traditionell aus Pflanzenextrakten gewonnen. Neben regionalen und saisonalen Limitierungen
enthilt pflanzliches Gewebe meist nur geringe Mengen an Flavonoiden (<1 %) neben vielen
anderen Verbindungen, wie z.B. Carotinoiden, Betalainen und Chlorophyllen (Bourgaud et al.
2001, Kolewe et al. 2008). So kann die Gewinnung einer spezifischen Verbindung zwar fiir
Pflanzen, die in groBen Mengen kultiviert werden konnen, noch rentabel sein, fiir Spezies fiir
die dies aber nicht zutrifft, ist es mit hohem apparativem Aufwand und hohen Kosten
verbunden (Kolewe er al. 2008).

Als Alternative wurden Zellkultursysteme entwickelt, in denen die Synthese von
spezifischen Metaboliten des Sekundirstoffwechsels mehr oder weniger gezielt induziert
werden konnen. Die meisten Pflanzenspezies konnen in vitro in undifferenzierten und
differenzierten Stadien kultiviert werden. Da viele Metabolite des Sekundéarstoffwechsels in
spezialisierten Zellen gebildet werden, wurden Spross- oder Wurzelzellkulturen angelegt
(Verpoorte et al. 2002, Kolewe et al. 2008). Diese bieten den Vorteil, dass sie induzierbar
sind und im Vergleich zu vollstindig differenzierten Pflanzen eine geringere Vielfalt an
Metaboliten aufweisen, was die Isolierung der gewiinschten Naturstoffe und somit den
biotechnologischen Prozess erleichtert.

Auch Suspensionskulturen wurden intensiv fiir Studien genutzt. Beispielsweise konnte in
dunkel propagierten Kulturen der Petersilie (Petroselinum crispum Mill., Apiaceae)
nachgewiesen werden, dass die Bestrahlung mit UV-Licht die Bildung von Flavonen und
Flavonolen induziert (Hahlbrock et al. 1976, Ebel und Hahlbrock 1977, Henstrand ef al. 1992,
Logemann et al. 2000). Zellkulturen akkumulieren zwar weniger verschiedene
Sekundidrmetabolite als die Pflanze, trotzdem handelt es sich immer um ein Gemisch. So
wurden mehr als 20 verschiedenen Flavonol- und Flavonglucosiden aus Suspensionskulturen
der Petersilie beschrieben (Hempel et al. 1999). Nach Hydrolyse konnten die Autoren die

Aglyca Kampferol, Quercetin, Isorhamnetin, Apigenin, Luteolin und Chrysoeriol nachweisen,
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wovon Chrysoeriol mit 37 % am stirksten vertreten war, gefolgt von Isorhamnetin (22 %),
Quercetin (20 %), Apigenin (17 %) und sehr geringen Anteilen Kédmpferol (3 %) und Luteolin
(1 %). Insgesamt ist allerdings die Ausbeute an Flavonoiden pro g Zellmasse gering und fiir
einige (z.B. Luteolin) entsprechend minimal. So konnten die Autoren 1,06 mg an
Flavonoidaglyca aus einem Gramm lyophylisierter Zellen der induzierten Zellkulturen
gewinnen.

Angesichts der geringen Ausbeuten konnte eine chemische Synthese der Metabolite in
Betracht gezogen werden. Im Falle einfacher chemische Strukturen wie z.B.
Salicylsdurederivate oder Ephedrin ist die Synthese wirtschaftlich rentabel. Bei komplexeren
Strukturen, die multiple Ringsysteme und chirale Zentren beinhalten, wird die synthetische
Produktion aber kostenintensiv (Kolewe er al. 2008). Synthesen von Metaboliten des
Flavonoiden bzw. einzelne Umwandlungen sind beschrieben worden. Von einer
nichtenzymatischen Gewinnung von Leucoanthocyanidinen analog zur Umsetzung die die
DFR katalysiert berichteten Stafford und Lester (1982). Dabei wird Dihydroquercetin mit
NaBH, zu zwei isomeren Flavan-3,4-diolen reduziert, von denen eines (3, 4-cis-konfiguriert;
2R, 38, 45) in Methanol 16slich und dem enzymatischen Produkt (Leucopelargonidin) dhnlich
ist. Als zweites entsteht das unnatiirliche 3,4-trans-konfiguriertes (2R, 35, 4R), wasserlosliche
Produkt. Die Ausbeute ist aber sehr gering und beide Produkte sind in saurem Medium sehr
instabil. In der Natur polymerisieren Leucoanthocyanidine mit den (+)-Catechinen zu
Proanthocyanidin(PA)-Oligomeren und werden dadurch stabilisiert (Stafford und Lester,
1982).

Die Procyanidine B1, B2, B3, B4, C2 und deren trimere Analoga konnten aber auch
synthetisch aus Catechin, Epicatechin und 4a/B-Benzylsulphanylcatechin gewonnen werden.
Durch Zugabe der thiophilen Lewissduren Dimethyl(methylthio)sulfonium tetrafluoroborat
(DMTSF) und Silbertetrafluoroborat (AgBF,) konnten Steynberg et al. (1998) dann die

stabilen Procyanidinoligomere gewinnen.
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Abb. 12: Synthese von Octa-O-enzy-3,4-cis-(+)-Catechin-(4p—8)-(+)-Catechin (aus He et al.
2008).

Eine  Trimethylsilyltrifluoromethansulfonat ~ (TMSOTY)-katalysierte,  intramolekulare
Kondensationsmethode zur Herstellung von Catechindimeren wurde von Saito et al. (2003)
entwickelt. Dabei werden eine potentielle elektrophile und eine nucleophilen Gruppe durch
Diester-Verbindungen bei hohen Temperaturen verkniipft. Ausgehend von 5,7,3°4°-
Tetrabenzylatechin und Succinyl bzw. Glutaryl konnte so iiber mehrere Schritte das natiirlich
vorkommende (+)-Catechin-(4p—8)-(+)-Catechin-Dimer synthetisiert werden (Abb.12, aus
He et al. 2008). Ein Nachteil der chemischen Synthese besteht in der meist unberiicksichtigten
Stereokonfiguration; z.B. entstehen zwei stereoisomere Flavanone, wihrend nur die (25)-
Flavanone biologisch aktiv sind (Andersen und Markham 2006, Fowler und Koffas 2009).
Insgesamt waren die Synthesen von Flavonoiden bisher nur méBig erfolgreich.

Phenylpropanoide Naturstoffe kénnen auch durch heterologe Expression der entsprechenden
Enzyme in Mikroorganismen gewonnen werden, ein Verfahren der sog. Weilen
Biotechnologie. Insbesondere E. coli ist zur Synthese von Flavonoiden genutzt worden. Aus
Flavanonen und Flavan-3-olen als Ausgangsstoff konnten Yan et al. (2008) Anthocyane in
E. coli herstellen. Sie klonierten dazu die Enzyme FHT, DFR, LAR, ANS und 3-GT
verschiedener Pflanzen in Expressionsvektoren zur Transformation von E. coli und erhielten
nach Fiitterung von Naringenin bzw. Eriodictyol mg-Mengen an Anthocyanen (0,98 mg/L
Pelargonidin- und 2,07 mg/L Cyanidin-3-O-glucosid). Durch Fiitterung der entsprechenden

Dihydroflavonole und Optimierung der Inkubationsbedingungen konnten sogar 78,9 mg/L
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Pelargonidin- und 70,7 mg/L Cyanidin-3-O-glucosid erhalten werden. Drei Enzyme des
generellen Phenylpropanoidstoffwechsels (PAL, C4H, 4CL) und CHS aus A. thaliana
klonierten Watts et al. (2004) in E. coli und konnten nachweisen, dass zwar alle 4 Enzyme in
exprimiert werden, die C4H aber nicht funktionell war. Im Gegensatz zu den Versuchen von
Yan et al. (2008), die nur cytosolische Enzyme exprimierten, ist die C4H ein Enzym, das
membranstindig ist sowie die P450-Reduktase benétigt, und damit fiir die Verwendung
prokaryotischer Wirte limitierend wirkt. So entstand bei Watts et al. (2004) zuerst nur trans-
Zimtsdure, und erst nach Fiitterung von 4-Cumarsdure konnte Naringenin nachgewiesen
werden. Die Autoren umgingen spiter das Problem, indem sie PAL und C4H durch eine
Tyrosin Ammoniak-Lyase (TAL) aus Rhodobacter sphaeroides ersetzten und so 48 Stunden
nach Fiitterung mit L-Tyrosin und Induktion rund 21 mg NAR pro Liter ernten konnten.
Durch Konstrukte fiir Fusionsproteine kann das Problem der fehlenden CytP450-
Funktionsfahigkeit eventuell umgangen werden, da z.B. Hotze et al. (1995) oder Leonard et
al. (2006) die C4H bzw. die F3°5°H aus Catharanthus roseus funktionell als Fusionsprotein
mit einer P450-Reduktase in E. coli exprimieren konnten.

Eine Alternative zur bakteriellen Expression bietet funktionell die Gewinnung von
Naturstoffen im Hefesystem. Die Bickerhefe (Saccharomyces cerevisiae, S. cerevisiae) ist als
sog. GRAS (Generally Reported as Safe)-Organismus eingestuft, und bietet einen
entscheidenden Vorteil als sicherer Wirt fiir die Produktion von Konsumgiitern. Auflerdem ist
sie als Eukaryont in der Lage CytP450-Enzyme zu exprimieren, da sie den fiir diese
Enzymklasse benotigten Redoxpartner, die Cytochrom P450-Reduktase, natiirlicherweise
besitzt (Fowler und Koffas 2009).

Da auch Enzyme aus der Flavonoidbiosynthese CytP450-abhingig sind (siehe 1.1.2), wurden
einige davon bereits in S. cerevisiae exprimiert.

Beispielsweise konnten Martens und Forkmann (1999) die FNS II aus Gerbera hybrida
(Asteraceae) funktionell in S. cerevisiae exprimieren. Einige Schritte der Flavonoid-und
Isoflavonoidbiosynthese in S. cerevisiae wurden von Ralston et al. (2005) etabliert. Die
Autoren klonierten und charakterisierten fiinf CHIn aus G. max, wobei CHI Typ I nur
Naringeninchalkon, die vom Typ II dagegen eine Reihe von Chalkonen als Substrat nutzten.
Fiir anschlieende Biotransformationen coexprimierten sie Typ II CHIn zusammen mit der
IFS und Typ I CHI mit FHT oder FNS II (IFS und FNS II sind CytP450-Enzyme) funktionell
in Hefe. Auch Enzyme aus anderen Abschnitten der Flavonoidbiosynthese wurden schon in
S. cerevisiae exprimiert. PAL, 4CL und CHS wurden von Jiang et al. (2005) in S. cerevisiae

coexprimiert. Die Autoren konnten so ca. 7 mg NAR/L und 0,8 mg Pinocembrin/L. nach
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Fiitterung von p-Cumarsiure und CoA herstellen. Ahnliches berichteten Yan ez al. (2005), die
C4H, 4CL, CHS und CHI in S. cerevisiae coexprimierten. Nach Fiitterung von Zimtsdure
konnten sie 16,3 mg/L an Pinocembrin gewinnen, durch Fiitterung von p-Cumarsidure wurden
28,3 mg/L. NAR hergestellt und Fiitterung von Kaffeesédure fiihrte zu 6,5 mg/L ERI. Dagegen
konnte bei Zugabe von Ferulasédure kein Produkt (Homoeriodictyol) detektiert werden, was

eventuell in der Spezifitit der 4CL begriindet ist.

1.7 Radioaktiv markierte Substanzen

Radioaktiv markierte Verbindungen lassen sich relativ einfach und sehr empfindlich
nachweisen. Die Intensitét der radioaktiven Strahlung kann mit verschiedenen Messverfahren
verfolgt werden, so erfolgt die Messung unter anderem durch die Anregung von Substanzen
zur Emission von Photonen (Szintillationszdhlung) oder auch durch die Anregung von
Ubergangsmetallen in einer festen Matrix (Bio-Imager, Luka¢in und Matern 2007).
Radioaktiv markierte Zwischenstufen sind ein gern genutztes Mittel fiir die Aufklidrung
pflanzlicher Biosynthesewege, z.B. wenn Pflanzengewebe knapp, das Protein labil oder nur
schwach exprimiert wird oder auch die Substanzen schlecht detektierbar sind (Hénsel und
Sticher 2007). So konnen in Enzymtests, mit potentiell nur schwach exprimiertem Protein,
auch sehr geringe Umsatzraten sichtbar gemacht werden, die moglicherweise mit nicht
markierten Substraten nicht detektierbar wiren.

Die Synthese von radioaktiv markierten Flavonoiden ist aus der Literatur bekannt. So
synthetisierte Kraus (2006) "C-markierte Anthocyanidine chemisch. Ausgehend von
[Formyl-'*C]-2-Benzoyloxy-4,6-dihydroxybenzaldehyd und  ,4-Diacetoxyacetophenon
synthetisierte er [4—14C]—Pelarg0nidinchlorid und mit [Formyl—MC]—benzoyloxy—4,6—
dihydroxybenzaldehyd und ®,3,4,5-Tetraacetoxyacetophenon das [4—14C]—Delphinidinchlorid.
Dazu musste aber zuvor ausgehend von [Formyl-"*C]-Dimethylformamid und Phloroglucin
das [Formyl-14C]-2,4,6-Trihydr0xybenzaldehyd gebildet werden, was mit Ausbeuten
zwischen 43,9 % und 47,5 % gelang. [Formyl—14C]—2,4,6—Trihydr0xybenzaldehyd wurde dann
mit Benzoylchlorid umgesetzt, woraus die Entstehung von [Formy1—14C]—2—Benzoyloxy—4,6—
dihydroxybenzaldehyd resultierte (Ausbeuten von 16,2 % und 18,9 %). So erhielt der Autor
zwar schlieBlich 0,2 mg markiertes Pelargonidinchlorid mit einer spezifischen Aktivitdt von
33,6 pCi/mmol und 0,33 mg an markiertem Delphinidinchlorid mit einer spezifischen

Aktivitdt von 30,4 nCi/mmol, das ganze Verfahren erscheint aber als sehr aufwéndig.
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Il. Aufgabenstellung

In Pharmazie und Lebensmittelindustrie besteht zunehmend Interesse an verschiedenen
Flavonoiden. Ihre priparative Gewinnung aus Pflanzenmaterial ist angesichts geringer
Gehalte kaum moglich, was insbesondere fiir einige seltene Vertreter und ihre Konjugate gilt.
Synthesen sind andererseits schwierig, wenn es sich um chirale und/oder labile Flavonoide
handelt. Hier bietet sich die Gewinnung in transformierten Mikroorganismen (Weille
Biotechnologie) als Methode der Wahl an, weil die an der Biosynthese beteiligten Enzyme
inzwischen bekannt, und die Gene kloniert sind. Die Methode erlaubt ebenfalls, radioaktiv
markierte Tracer fiir pharmakologische Studien herzustellen, da das Schicksal von
Flavonoiden im tierischen bzw. humanen Metabolismus noch nicht vollstindig verstanden ist.
Dazu z#hlt auch die Gewinnung von Konjugaten, wie z. B. Glukuroniden, die nach Aufnahme
von Flavonoiden im Sdugerstoffwechsel Bedeutung besitzen.

In der vorliegenden Arbeit sollten Grundlagen fiir die Herstellung von Flavonoiden in
Mikroorganismen erarbeitet werden. Ein Ziel war die Gewinnung von '*C-markierten
Flavonoiden aus [2-14C]Malony1-C0A und Cumaroyl-CoA bzw. (25)-[4a,6,8 14C]Neuringenin,
was die Transformation von E. coli oder Hefezellen mit mehreren Flavonoid-spezifischen
Konstrukten voraussetzt, sowie die Gewinnung von Isoflavonoiden durch Einsatz von IFS1-
und HIDH-Konstrukten. Die Parameter zur Biotransformation und die Optimierung der
Expression der Enzyme fiir hohe Ausbeuten sollten am Beispiel der FNS I aus Petersilie in
transformierten Hefezellen ausgearbeitet werden. Ergédnzend sollte auch der Metabolismus
von Naringenin-7-O-glucosid als Beispiel fiir glykosidische Flavonoide studiert werden.
Daneben sollten die zusitzliche Transformation mit einem Konstrukt der humanen
Glukuronosyltransferase und ihre Auswirkung in situ studiert werden. Die Untersuchungen
dienen dem Ziel, die Basis fiir eine eventuelle industrielle Herstellung und Verwendung von

Flavonoiden zu schaffen.
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Ill. Material und Methoden
I11.1. Material

1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acetosyringon
(3,5-Dimethoxy-4-hydroxyacetophenon)
Acrylamid

Aminosduren fiir SC Medien
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
Bromphenolblau

DC-Zelluloseplatten (ohne Fluoreszenz)
Desoxycholat

Desoxyribonukleotide
1,4-Dithiothreitol (DTT)

D-Galaktose

dNTP- Set (100 mM)

Gene Ruler 1kb DNA Ladder
Glasperlen, ungewaschen, 425-600 pm
Gluconolacton

Hefeextrakt

EDTA

Ethidiumbromid

Hefeextrakt
Isopropyl-1-thio-B-D-galactosid (IPTG)
Kanamycin

Kieselgelplatten

Micro-Agar

Naringenin

Natriumascorbat

Nitrocefin disks

Pepton

Quercetin

Rinderserumalbumin Fraktion V

Fluka (Sigma-Aldrich), Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Roth, Karlsruhe

Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Fluka (Sigma-Aldrich), Taufkirchen
Duchefa Biochemie Haarlem, Niederlande
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Rotiszint® eco plus scintillation cocktail
SeaKem LE Agarose

Seesand, gegliiht

Select Agar

N, N, N, N"-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Triton X 100

Tris Pufferan

Trypton

Tween 20

X-Gal

Yeast Nitrogen Base without amino acids

Roth, Karlsruhe

Cambrex, Rockland, ME, USA
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

Alle weiteren Chemikalien und Losungsmittel wurden von den Firmen Merck, Roth und

Sigma-Aldrich Chemie in analysenreiner Qualitiit bezogen.

1.2 Radiochemikalien

[2-14C]Ma10ny1-CoA 53 mCi/mmol Moravek Biochemicals, Brea, CA, USA
UDP-[U-MC]Glucose 297 mCi/mmol, GE Healthcare UK, Little Chalfont, England
UDP—[U—MC]Glucuronséiure 300 mCi/mmol, American Radiolabeled Chemicals, St. Louis,

MO, USA

1.3 Enzyme

Die rekombinante UGT1A1 wurde von Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen), alle weiteren

verwendeten Enzyme wurden von MBI Fermentas (St. Leon Rot) bezogen.

1.4 Reagenziensiitze (Kits)

GenElute® Yeast Total RNA Purification Kit Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen

™
ScEasyComp  Transformation Kit

™
PichiaEasyComp  Transformation Kit
NucleoSpin® Extract

NucleoSpin® Plasmid

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Macherey-Nagel, Diiren
Macherey-Nagel, Diiren

QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, La Jolla, CA, USA
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TOPO TA Cloning® Kit Invitrogen, Karlsruhe
Gateway® LR clonase® enzyme mix Invitrogen, Karlsruhe
Luciferase Assay System Promega, Mannheim

1.5 Substrate, Cosubstrate und Referenzsubstanzen

Ammoniumeisen(Il)sulfat, Natriumascorbat, 2-Oxoglutarat und NADPH wurden von der
Firma Roth (Karlsruhe), Octylgallat, a-und p-p-Nitrophenyl-D-glucopyranosid und o-
Naphthol wurden von Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen) bezogen. Weitere Substrate und
Referenzsubstanzen stammten von Extrasynthese (Genay, Frankreich) oder aus der

Laborsammlung.

1.6 Pflanzenmaterial

Fiir die Infiltration mit Agrobakterien wurde Nicotiana benthamiana (Solanaceae) verwendet.
Das Saatgut, wurde von Prof. T. Teeri (Department of Applied Biology, Universitéit Helsinki),
zur Verfiigung gestellt und im Gewichshaus des Institutes fiir Pharmazeutische Biologie,

Philipps-Universitiat Marburg, angezogen.

I11.2 Puffer und Losungen

2.1 Losungen fiir die Isolierung von Plasmid-DNA
GTE-Puffer:

50 mM Glukose

25 mM Tris-HCI (pH 7,5)

10 mM EDTA

Nach dem Autoklavieren Zugabe von 0,02 mg/ml RNase
NaOH/SDS-Losung:

0,2 M NaOH

1 % (w/v) SDS

PAS-L6sung:
5 M Kaliumacetat (pH 4,8)

27



II1. Material und Methoden

2.2 Losungen zur Herstellung kompetenter Bakterien

Losung I:
100 mM MgCl2

Losung II:
100 mM CacCl,

15 % (v/v) Glycerin

2.3 Agarose-Gelelektrophorese
50 x TAE-Puffer:

2 M Tris

5,71 % (v/v) Essigsdure

50 mM EDTA

2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
5 x SDS-Probenpuffer

0,25 M Tris/HCI pH 6,8

8 % Glycerin (v/v)

6 % SDS (w/v)

0,02 % Bromphenolblau (w/v)

Trenngelpuffer
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
10 x Laufpuffer

0,25 M Tris-HCl

1 M Glycin

35 mM SDS

Coomassie-Firbelosung

45 % Methanol in Wasser (v/v)

10 % Essigsédure(v/v)
0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v)
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Entfiarbelosung

40 % Methanol in Wasser (v/v)

10 % Essigsdure (v/v)

2.5 Puffer fiir die Proteinreinigung
Aufschlusspuffer
50 mM NaH2P04 (pH 8,0)

300 mM NaCl

5 mM Imidazol

0,2 % Desoxycholat

1 % Triton X-100

Binde- und Waschpuffer
50 mM NaH2P04 (pH 8,0)

300 mM NacCl
5 mM Imidazol

Elutionspuffer
50 mM NalHZPO4 (pH 8,0)

300 mM NacCl
500 mM Imidazol

2.6 Puffer und Losungen fiir Western Blot Analyse
Anodenpuffer I:

0,3 M Tris-HCI (pH 10,4)

10 % Methanol in Wasser (v/v)

Anodenpuffer II:

25 mM Tris-HCI (pH 10,4)

10 % Methanol in Wasser (v/v)

Kathodenpuffer:

25 mM Tris-HCl (pH 9, 4)

10 % Methanol in Wasser (v/v)

40 mM Aminohexansiure
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PBS-Puffer (Phosphate-Buffered Saline):
137 mM NaCl

2,7 mM KCI

4,3 mM Na,HPO,x 7 H,O

1,4 mM KH,POg4, pH 7,3

TPBS-Puffer (Phosphate-Buffered Saline + Tween 20)
137 mM NaCl

2,7 mM KCI

4,3 mM Na,HPO, x 7 H,O

1,4 mM KH,PO,, pH 7,3

0,05 % Tween-20 (v/v)

TBS-Puffer (Tris-Buffered Saline)

100 mM Tris/HCI (pH 7,5)

150 mM NacCl

TTBS (Tris-Bufferd Saline + Tween 20)
100 mM Tris/HCI (pH 7,5)

150 mM NaCl

0,05 % Tween-20 (v/v)

Blockierungslosung

PBS + 5 % Milchpulver (w/v)

Dilutionspuffer

TTBS + 1 % Milchpulver (w/v)

Alkalischer Phosphatase Substratpuffer
100 mM Tris/HCI (pH 9,5)

150 mM NaCl

50 mM MgCl2

2.7 Aufschlusspuffer
Puffer (Breaking Buffer) fiir den Aufschluss von Pichia pastoris
NaH,POy (6 g), EDTA (372 mg) und 50 mL Glycerol werden in 900 mL. Wasser gelost, der

pH-Wert von 7,4 eingestellt und anschlieend zu 1 L mit Wasser aufgefiillt. Der Puffer wird
bei 4 °C aufbewahrt und direkt vor Verwendung mit Proteaseinhibitor PMSF zu einer

Endkonzentration von 50 mM versetzt.
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Lysis-Puffer nach Gateway-System fiir E. coli (Invitrogen)

Der Puffer wurde nach Anleitung des Gateway-Manuals hergestellt. Dazu wurden 0,6 mL
1 M KH,POy4, 9,4 mL 1 M K,;HPO,, 4,6 g NaCl, 1,8 g KCI, 20 mL Glycerol, 1 mL Triton
X-100 und 36 g Imidazol in einem Gesamtvolumen von 200 mL H,O geldst und der pH-Wert
mit HCI auf 7,8 eingestellt.

Puffer zur Gewinnung von Mikrosomen aus Pflanzenmaterial

0,1 M Tris/HC1 7,5

28 mM 2-Mercaptoethanol

10 mM Natriumascorbat

Britton-Robinson-Puffer II

Der Puffer enthielt 6,01 g Citronensiure, 3,892 g KH,PO4, 1,769 g H3;BO4 und 0,1 M HCI bei
einem Gesamtvolumen von 1 L. Der pH-Wert von 4,0 bis 11,0 wurde mit 0,2 N NaOH

eingestellt.

IT1.3 Medien fiir Bakterien
LB-Medium (Luria Bertani; pH 7.5)
10 g/LL Pepton

5 g/L Hefeextrakt

10 g/L NaCl

I mL/L 1M MgSO4

4 mL/L Glycerin

Fiir die Herstellung von LB- Festmedium wurde 1,5 % Bacto-Agar zugegeben.
LB/Amp 100: Zugabe von 100 mg/L Ampicillin

LB/Kan 50: Zugabe von 50 mg/LL Kanamycin

LB/Tet 4: Zugabe von 4 mg/L Tetracyclin

LB/Spec 100: Zugabe von 100 mg/L Spectinomycin

LB/Carb 100: Zugabe von 100 mg/L Carbenicillin

SOC-Medium

20 g/L Pepton

5 g/L Hefeextrakt
0,5 g/L NaCl

20 mM Glucose
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NZY" (pH 7.5)

10 g/l NZ-Amin (Casein Hydrolysat)
5 g/ Hefeextrakt

5 g/L NaCl

12,5 mM MgCl,

12,5 mM MgSO,4

4 g/L Glucose

I11.4 Medien fiir Saccharomyces cerevisiae

Sc-U
6,7 g/L. Yeast Nitrogen Base

je 0,1 g/L: Adenin, Arginin, Cystein, Leucin, Lysin, Threonin, Tryptophan

je 0,05 g/L: Asparaginsdure, Histidin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin,
Tyrosin, Valin

Nach dem Autoklavieren Zugabe von 20g/L Glucose

Sc-HIS

6,7 g/LL Yeast Nitrogen Base

je 0,1 g/L: Adenin, Arginin, Cystein, Leucin, Lysin, Threonin, Tryptophan, Uracil

je 0,05 g/L: Asparaginséure, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Tyrosin, Valin
Nach dem Autoklavieren Zugabe von 20g/L Glucose

Sc-U-HIS

6,7 g/LL Yeast Nitrogen Base

je 0,1 g/L: Adenin, Arginin, Cystein, Leucin, Lysin, Threonin, Tryptophan

je 0,05 g/L: Asparaginséure, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Tyrosin, Valin
Nach dem Autoklavieren Zugabe von 20g/L Glucose

SGI

1,0 g/L Pepton

6,7 g/L. Yeast Nitrogen Base

0,02 g/L Tryptophan

Nach dem Autoklavieren Zugabe von 20 g/L Glucose

YPGE

10 g/L Hefeextrakt

10 g/L Pepton

Nach dem Autoklavieren Zugabe von 5 g/L. Glucose und 3 % Ethanol
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YPGA

10 g/L Hefeextrakt

10 g/L Pepton

Nach dem Autoklavieren Zugabe von 20 g/L Glucose und 0,2 g/L. Adenin

Fiir die Herstellung von Festmedium wurde jeweils 1,5 % Agar zugegeben.

II1.5 Medien fiir Pichia pastoris

10 x YNB (Yeast Nitrogen Base with Ammonium sulfate without amino acids)

134 ¢ YNB in 1 L Wasser 16sen, sterilfiltrieren, aufbewahren bei 4°C
500 x B (0,02 % Biotin)

20 mg Biotin in 100 mL Wasser, sterilfiltrieren, 4 °C

10 x D (20 % Dextrose)

200 g D-Glucose in 1 L Wasser, sterilfiltrieren, 4 °C

10xM

5 ml Methanol mit 95 mL Wasser mischen, sterilfiltrieren, 4 °C

10x GY

100 ml Glycerol in 900 mL Wasser 16sen, sterilfiltrieren, 4°C

1 M Kaliumphosphatpuffer
132 mL 1 M K,HPO,; werden mit 868 mL 1 M KH,PO, gemischt und der pH-Wert

gegebenenfalls mit KOH oder Phosphorsiure auf 6,0 eingestellt.
MD Medium (Minimal Dextrose Medium)
800 mL Wasser werden autoklaviert und nach dem Abkiihlen mit 100 mL 10 x YNB, 2 ml

500 x B und 100 mL 10 x D versetzt. Zur Herstellung von Platten werden dem zu
autoklavierenden Wasser 15 g Agar zugesetzt.

BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium)

Hefe Extrakt (10 g) und Pepton (20 g) werden in 700 mL Wasser gelost und autoklaviert.
Nach dem Abkiihlen werden 100 mL 1 M Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0, 100 mL YNB, 2
mL 500 x B, und 100 mL 10 x GY zugegeben und bei 4 °C aufbewahrt.

BMMY (Buffered Methanol-complex Medium)

Das BMMY-Medium wird analog der Vorschrift fiir BMGY hergestellt, anstelle des

Glycerols werden 100 mL 10 x M zugegeben.
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I11.6 Medien fiir die Infiltration von Nicotiana benthamiana und Luciferaseassay

MES-Losung (Morpholinopropansulfonsiure)

150 uM Acetosyringon
10 mM MES (pH 6, 3)
10 mM MgCl2

Modifizierter Lux-Buffer

50 mM Natriumphosphat, pH 7,0
4 % PVP, 16slich, MW 360000

2 mM EDTA

20 mM DTT, frisch zugeben

II1.7 Bakterien- und Hefestimme

Stamm Genotyp Hersteller

Top10 F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) £80lacZDM15 Invitrogen GmbH,
DlacX74 recAl araD139 D(ara-leu)7697 Karlsruhe
galUgalK rpsL (StrR) endA1 nupG

XL1 Blue A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 end Stratagene, La Jolla,

MRF’ AlsupE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F'proAB CA, USA
laclgZAM 15 Tnl0 (Tetr)]

BL21StarTM | ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rnel31 (DE3) Invitrogen GmbH,

(DE3) F- Karlsruhe

BL21A1 F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm araB::T7RNAP- | Invitrogen GmbH,
tetA Karlsruhe

M15[pREP4] | NalS StrS rifS lac- ara- gal- mtl- FrecA+ uvr+ Qiagen GmbH, Hilden

DH5a F- ¢80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 recAl Invitrogen GmbH,
endAl hsdR17(r,_, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 | Karlsruhe
relA1 A

INVScl MATa his3D1 leu2 trp1-289 ura3-52 MAT his3D1 Invitrogen GmbH,
leu2 trpl1-289 ura3-52 Karlsruhe

Y00000 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 Euroscarf, Frankfurt

Y02343 BY4741; Mat a; his3A1; leu2A0Q; met15A0; ura3A0; Euroscarf, Frankfurt
YIR007w::kanM X4

Y02446 BY4741; Mat a; his3A1; leu2A0Q; met15A0; ura3A0; Euroscarf, Frankfurt
YOR190w::kanMX4

Y05210 BY4741; Mat a; his3A1; leu2A0Q; met15A0; ura3A0; Euroscarf, Frankfurt
YLR300w::kanM X4

GS115 His4 Invitrogen GmbH,

Karlsruhe
I11.8 Vektoren

Vektoren fiir die Klonierung von PCR-Produkten
pCR2.1 TOPO TOPO-TA Cloning Kit
pCRS8
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Vektoren fiir die Expression in Bakterien

pDEST17

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Vektoren fiir die Expression in Saccharomyces cerevisiae

pYES2.1
pYeDP60
p423GPD

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Pompon et al. (1996)
Mumberg et al. (1995)

Vektoren fiir die Expression in Pichia pastoris

pPIC3-BLA

Smilovi¢ et al. (2007)

Vektoren fiir die Expression in Nicotiana benthamiana

pGV2260 Disarmed Ti plasmid
pTAT823 Superpromoter-TEV-luc+ intron

pCH32 CaM V35S —virG — virE
pE1801

I11.9 Geriite

Spektrophotometer UV-1602

Sorvall RC-5C Plus

Sorvall RMC 14

Heraeus Biofuge pico

Thermomixer 5436 und 5336
PAGE-Apparatur: Miniprotean 11 Multicell
Elektrophorese Power Supply EPS 3500 XL
1214 Rackbeta Szintillationszéhler

BAS FLA-2000 Bioimaging Analyzer
Software AIDA, Version 4.15

Robocycler Gradient 96

Eppendorf MasterCycler Gradient 5331
Ultraschallgerit Sonifier

1253 Luminometer

Western-Blot Apparatur Sammy Dry
HSCCC-System,

mit Merck-Hitachi L-6000 Pumpe

DeBlaere et al. (1985)

Prof. T.Teeri, Department of Applied Biology,
Universitiat Helsinki, Finnland

Hamilton et al. (1996)

Lee et al. (2007)

Shimadzu Europa, Duisburg

DuPont, Newtown, Connecticut, USA
DuPont (Newtown, Connecticut, USA)
Kendro, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Miinchen

Pharmacia, Freiburg

LKB Wallac, Turku, Finnland

Fuji Photo Film, Tokyo, Japan
Raytest, Straubenhardt

Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Eppendorf, Hamburg

Dr. Hielscher UP200S, Dr. Hielscher, Teltow
BioOrbit, Turku, Finnland

Schleicher & Schuell, Dassel

Zinsser Analytic, Frankfurt

Tokio, Japan
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und manueller Probenschleife von 10 mL

LaChrom HPLC-System Merck/Hitachi, Darmstadt
Modell D-7000 HSM

bestehend aus den Dioden Array Detektor (DAD)

L 4500, UV-Detektor L 4250

Interface D 6000, Pumpen L 6200A

und Autosampler AS 4000 A.

I11.10 Molekularbiologische Methoden

10.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung aus Hefe wurde mit Hilfe des GenElute ™ Total RNA Purification Kit
(Sigma) durchgefiihrt. Dazu wurde eine Fliissigkultur von InvSc-Zellen in YPGE-Medium
angelegt und bei 30° C im Schiittler bis zum Erreichen einer ODgpp von 1,0 inkubiert. Ein
Aliquot (1,5 mL) der Kultur wurde zur Isolierung der RNA nach Herstellerangaben

verwendet.

10.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Nukleinsduren dienten 1,5 % (w/v) TAE-Agarosegele denen
Ethidiumbromid zur Detektion der RNA oder DNA unter UV-Bestrahlung zugefiigt wurde.
Nach dem Auftragen der Proben erfolgte die Auftrennung der Nukleinsduren unter
Verwendung von 1 x TAE-Puffer (I11.2.3) als Laufpuffer und Anlegung einer Spannung von
120 V.

10.3 Reverse Transkription

™
Die reverse Transkription (RT) wurde unter Verwendung der RevertAid H Minus M-

MuLV-Reversen Transkriptase der Firma MBI Fermentas (St. Leon Rot) durchgefiihrt.

Der Ansatz enthielt 5 pg Gesamt-RNA und 1 pL 25 pM oligo-(dT)-Primer bei einem
Gesamtvolumen von 11 pL. Nach 5-miniitiger Inkubation bei 70 °C und kurzem Abkiihlen
auf Eis wurden 4 pL. 5 x Reaktionspuffer, 2 pL. 10 mM dNTPs und steriles Wasser zu einem
Gesamtvolumen von 19 pl. zugesetzt. Nach 5-miniitiger Inkubation bei 37 °C wurde die
Reverse Transkriptase (1 puL, 200 U) hinzugegeben und der Ansatz fiir 1 Stunde bei 42 °C

inkubiert. Die so gewonnene cDNA konnte bei -20 °C gelagert werden.

36



II1. Material und Methoden

10.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)
10.4.1 Synthese von Oligonukleotiden
Die verwendeten Oligonucleotide wurden von der Firma Eurofins MWG, GmbH

(Martinsried) bezogen und auf eine Konzentration von 25 pmol/uL eingestellt.

10.4.2 Standard-PCR

Die Standard PCR wurde in einem Volumen von 50 pL 10 x Polymerasepuffer mit 0,2 mM
dNTPs, 0,5 mM MgCl,, 2,5 U Tag-Polymerase, 0,2 uM je Primer und 1 pL. cDNA angesetzt.
Nach 5 min Denaturierung bei 95 °C wurden 40 Zyklen 4 1 min Denaturierung bei 95 °C, 1
min Annealing (Temperaturen siehe Tab. 8, Anhang) und 2 min Elongation bei 72 °C

durchgefiihrt. Danach folgte eine letzte Elongationsphase von 10 min bei 72 °C.

10.4.3 Mutagenese

Zur Einfiihrung von gezielten Mutationen wurde das QuickChange®Site-Directed
Mutagenesis Kit der Firma Stratagene (Heidelberg) verwendet. Die Mutationen kénnen mit
jedem Plasmid durchgefiihrt werden, es muss nur methylierte Template DNA aus dam+ E.
coli Stimmen vorliegen. Nach Herstellerangaben wurden zwei gegenldufige Primer
konstruiert, bei denen sich der zu mutierende Bereich in der Mitte befand und die an den
gleichen Sequenzabschnitt des Plasmids binden. Der Reaktionsansatz enthielt 5 pL 10x
Reaktionspuffer, 50 ng DNA, 1 pL der mitgelieferten dNTPs, 100 ng je Primer und wurde mit
dest. Wasser zu einem Volumen von 49 pL aufgefiillt. SchlieBlich wurde 1 pL (2.5 U)
PfuTurb0®DNA Polymerase zugegeben, gemischt und wie folgt vervielfdltigt: Nach 30-
sekiindiger Denaturierung bei 95 °C folgten 12 Zyklen mit jeweils 30 sek Denaturierung bei
95 °C, 1 min Annealing bei 55 °C und 1 min/kb Linge des Plasmids Elongation bei 68 °C.
Danach wurde durch Zugabe von 1 pL des Restriktionsenzyms Dpnl die methylierte

Template DNA fiir 1 h bei 37 °C verdaut, so dass nur noch die mutierte DNA {ibrig blieb.

Da die mutierte DNA wieder zu einem Plasmid hybridisieren kann, konnte die DNA direkt
nach der Restriktion in XL1-Blue-Zellen transformiert werden. Das neue mutierte DNA-
Plasmid-Konstrukt weist zwar noch Licken auf, diese konnen aber durch die Bakterien

repariert werden.
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10.5 Enzymkatalysierte Reaktionen

10.5.1 Ligation

Fir Ligationen von Restriktionsfragmenten in entsprechende Vektoren mit kompatiblen
tiberhingenden Enden wurde T4-DNA Ligase (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet.
Dazu wurde ein Insert/Vektor-Verhiltnis von 3:1 hergestellt und bei 22 °C iiber Nacht
inkubiert.

10.5.2 TOPO TA Cloning®

In die Vektoren pYESZ.l/VS—His—TOPO®, pCRS8 TOPO®, pCR2.1 TOPO® wurden die PCR-
Produkte mithilfe der Topoisomerase I analog der Herstellerangaben (Invitrogen, Karlsruhe)
ligiert.

Die Vektoren liegen linearisiert, mit 3’-Thymidin(T)-Uberhiingen vor und sind zusitzlich an
Topoisomerase I aus Vaccinia Virus kovalent gebunden. Da bei der PCR durch die Aktivitit
der Tag-Polymerase an das PCR Produkt ein Desoxyadenosin (A) an das 3°-Ende angehingt

wird, kann das Produkt mithilfe der Topoisomerase in den Vektor ligiert werden.

10.5.3 Clonase-Reaktion

codd codd
'A. wgz  LAclonsss .A.
Dastination — Exprassion
+ vactor T— clang +
BP clonaze
Han K

Abb. 13: Clonase Reaktion aus Gateway®Clonase® Enzymmix Anleitung (Invitrogen).

Fir die Klonierung in den pDEST17-Vektor wurde das Gateway-System von Invitrogen
verwendet. Von einem sog, ,,Entry clone” (enthilt das Gen in einem Bereich flankiert von attl
sites) kann das entsprechende Insert durch einen Enzym-Mix (LR clonase®) in einen zweiten
Vektor (Destination vector, enthélt attR sites) eingebracht werden, der dann als
Expressionsvektor verwendet werden kann. Der Clonase-Enzymmix besteht aus einer
Mischung aus Integrase, einem ,,Integration host factor und einer Excisionase, welche die in
vitro Rekombination zwischen den beiden Vektoren katalysieren (sieche Abb. 13). Als Entry

clone fungierte ein Gen- pCR8-Vektor-Konstrukt.
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Die Clonase Inkubationsmischung enthielt folgende Bestandteile:

Entry clone (50-150 ng/Reaktion) 1-7 uL
Destination vector (150 ng/uL) 1 uL
mit TE Buffer, pH 8,0 auf 8 uL

Der LR Clonase-Enzymmix wurde auf Eis aufgetaut, kurz geschiittelt (Vortex), 2 uL der
Inkubationsmischung zugegeben und diese kurz gemischt. Nach Inkubation bei 25 °C (1 h)
wurden 1 pL Proteinase K zugegeben und fiir 10 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieend

wurden kompetente DHSa-Zellen mit 1 uL. der Reaktion transformiert.

10.5.4 Restriktionsanalyse
Restriktionsanalysen isolierter Plasmide wurden mit Enzymen der Firma MBI Fermentas (St.

Leon-Rot) nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

10.6 Herstellung kompetenter Bakterien

Unter sterilen Bedingungen wurde eine E. coli-Kultur in 2 mL LB-Medium angelegt und iiber
Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Ein Aliquot (1 mL) der Ubernachtkultur wurde in 100
mL LB-Medium uiberfiihrt und der Ansatz bis zu einer ODgpp von 0,5 bis 0,6 angezogen (37
°C, 220 rpm). Nach Zentrifugation (10 min, 3000 x g, 4 °C) wurde der Uberstand verworfen
und das Prézipitat in 20 mL eiskalter Losung I (I11.2.2) wieder aufgenommen. Die Suspension
wurde 30 min auf Eis inkubiert, zentrifugiert (10 min, 2500 x g, 4 °C), das Sediment
anschlieend in 2 mL eiskalter Losung II (III.2.2) suspendiert und zu jeweils 150 pL

aliquotiert. Die kompetenten Bakterien wurden langsam eingefroren und bei -80 °C gelagert.

10.7 Transformation von E. coli

Die vorbereitete Mischung zur Ligation (5 pL) wurde zu 150 pLL kompetenten Bakterienzellen
gegeben und fiir 30 min auf Eis belassen. Nach Hitzeschock bei 42 °C fiir 30 s und Zugabe
von 250 pL. SOC-Medium wurden die Zellen bei 37 °C fiir 30 min unter stindigem Schiitteln
inkubiert. Der Ansatz wurde auf LB-Platten (Zugabe des jeweiligen Antibiotikums)
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

10.8 Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli

Eine iiber Nacht bei 37 °C angezogene E. coli Kultur (3 mL) wurde bei 10000 x g fiir 5 min
zentrifugiert und das erhaltene Sediment in 100 pL. GTE-Puffer (III.2.1) suspendiert. Nach
Zugabe von 200 pL. NaOH/SDS-Losung und leichtem Mischen, erfolgte eine 5-miniitige
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Inkubation auf Eis, um die Bakterien zu lysieren. PAS-Losung (150 pL) wurde zugegeben,
die Losung fiir 5 min auf Eis gelagert und erneut zentrifugiert (10000 x g, 10 min). Der
erhaltene Uberstand wurde in ein frisches 1,5 mL-GefiB tiberfiithrt und mit 1 mL 100 Jo-igem
Ethanol versetzt. Nach kurzem Mischen wurde die DNA durch Zentrifugation (10000 x g, 5
min) sedimentiert. Die gefillte Plasmid-DNA wurde nach zweimaligem Waschen mit je 500

pL Ethanol (70 %) getrocknet und in 50 pL sterilem HZO dest. resuspendiert. Die Analyse der

DNA fand per Restriktionsverdau und Trennung auf Agarosegel statt.
Fir Sequenzierungen wurde Plasmid DNA mithilfe des NucleoSpin® Plasmid-Kits

(Macherey-Nagel, Diiren) nach Herstellerangaben isoliert.

10. 9 Gelelution
Nach Gelelektrophorese wurden Banden der gesuchten GroB3en aus dem Gel ausgeschnitten.
Die Elution von DNA-Fragmenten aus dem Gel erfolgte mit dem NucleoSpin Extract II Kit

von Macherey & Nagel nach Herstellerangaben.

10.10 DNA Sequenzanalyse
Die Sequenzierungen erfolgten durch die Firma Eurofins MWG GmbH (Martinsried).

10.11 Expression in Bakterien

Fiir die Expression wurde ein geeigneter Expressionsstamm mit dem jeweiligen Konstrukt
transformiert und auf LB-Platten (Zugabe des jeweiligen Antibiotikums) ausplattiert. Nach
16 h Inkubation bei 37 °C wurden Kolonien gepickt und iiber Nacht in je 3 mL LB-Medium
angezogen (37 °C, 220 rpm). Das LB-Medium (100 mL) wurde mit 2 mL Vorkultur
angeimpft und die Bakterien unter Schiitteln (220 rpm) bei 37 °C bis zum Erreichen einer
ODgoo von 0,6-0,8 angezogen. Konstrukte im pDEST17 TOPO-Vektor wurden mit 20 %
Arabinose (Endkonzentration 0,2 %), alle anderen mit IPTG (Endkonzentration 1mM)
induziert. Die Kulturen wurden fiir 4-6 h bei 37 °C (pDEST-Konstrukt) oder 30 °C inkubiert.

10.12 Bakterienaufschluss

Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 4 °C (10 min, 5000 x g) geerntet und in 3 mL
Aufschlusspuffer (II1.2.7) resuspendiert. Der Aufschluss erfolgte durch Ultraschall (Sonifier,
Cycle 0.6, Amplitude 100 %, 1 min) auf Eis. Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation
(30000 x g, 4 °C, 10 min) abgetrennt und der Uberstand fiir Enzymtests verwendet. Die
Expression der rekombinanten Proteine wurde durch SDS-PAGE iiberpriift.
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10.13 Saccharomyces cerevisiae

10.13.1 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Kompetente S. cerevisiae wurden mithilfe des ScEasy Comp-Kits (Invitrogen) hergestellt und
transformiert. Die transformierten Zellen wurden auf Platten mit entsprechendem

Mangelmedium aufgebracht und fiir 2-4 Tage bei 30 °C angezogen.

10.13.2 Anzucht und Induktion

Etwa 10 Kolonien wurden in Sc-U, Sc-HIS oder Sc-U-HIS-Medium (50 mL) iiberfiihrt und
bei 28 °C und 200 rpm fiir 24 h angezogen. Zur Kontrolle des Hefewachstums in der
Vorkultur wurde diese im Verhéltnis 1:10 mit Kulturmedium verdiinnt und die ODeoo
gemessen, die bei ca. 0,5 liegen sollte. Fiir die Hauptkultur wurde YPGE Medium mit der
Menge an Vorkultur angeimpft, die notig war, um eine ODeoo der Hauptkultur von 0,2 zu
erreichen. Die Induktion erfolgte bei einer ODggp von 0,8 — 1,2 (8 x 107 Zellen/mL) mit 1/10
Volumen wissriger, steriler 20 %-iger Galactoselosung. Die Hefezellen wurden 12 - 15 h

nach Induktion geerntet und die Proteine isoliert.

10.13.3 Isolierung loslicher Proteine

Um die Hefezellen zu ernten wurden 270 mL Hauptkultur zentrifugiert (5 min, 5500 rpm) in
27 mL Aufschlusspuffer (Tris/HCl 7,5 oder KPi 6,5) resuspendiert und bei RT fiir 5 min
inkubiert. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Nach erneuter Zentrifugation
(5 min, 5500 rpm) wurde das Hefepellet in 2,5 mL eiskaltem Puffer resuspendiert und
anschlieend in einem Falconrohrchen mit 7,5 g Glasperlen (Sigma) versetzt. Durch 20
Zyklen je 30 sec kriftiges vertikales Schiitteln und 30 sec Inkubation auf Eis wurden die
Zellen aufgeschlossen. Nach Zugabe von weiteren 5 mL eiskaltem Aufschlusspuffer wurden
die unlosliche Zellbruchstiicke durch Zentrifugation (10 min, 30000 x g, 4 °C) entfernt. Der
Heferohextrakt wurde fiir die Lagerung mit 10 % Glycerol gemischt, in Aliquots aufgeteilt
und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

10.13.4 Isolierung von Mikrosomen aus Saccharomyces cerevisiae

Zur Isolierung von Mikrosomen aus Hefe wurde zuerst analog der Vorschrift zur Isolierung
loslicher Proteine (II1.10.13.3) verfahren. Nach Aufschluss der Hefezellen mit Glasperlen
wurde die Suspension bei 10000 x g (4 °C) zentrifugiert und der Uberstand zu 25 mL mit
eiskaltem Puffer aufgefiillt. Die Losung wurde durch Zugabe von 940 uL 4 M NaCl auf einer
Endkonzentration von 150 mM NaCl eingestellt. Der Suspension wurden 2,5 ¢ PEG 4000
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zugegeben, dies durch Riihren mit einem Glasstab auf Eis gelost und dort fiir 15 min
inkubiert. Die gefillte Proteinfraktion wurde bei 30000 x g fiir 10 min abzentrifugiert und
anschlieBend in einem Potter-Elvehjem-Homogenisator in 2,5 mL Puffer wieder
resuspendiert. Die Aufbewahrung erfolgte bei -80 °C, nachdem der Proteinsuspension vorher

10 % Glycerin zugesetzt wurde und diese in fliissigem Stickstoff schockgefroren wurde.

10.14 Pichia pastoris

10.14.1 Transformation

Im Gegensatz zu S. cerevisiae besitzt das Pichia-System keine eigenen stabilen, episomalen
Plasmide, so dass die entsprechende Gen-Vektorkonstrukte direkt ins Genom dieser Hefe
integriert werden miissen. Um das zu ermdglichen, muss das Konstrukt vor der

Transformation linearisiert werden.

Kompetente Pichia pastoris -Zellen wurden mithilfe des PichiaEasyCompTM Transformation
Kits (Invitrogen) hergestellt und anschlieBend transformiert. Zu 50 uL kompetenter
P. pastoris GS 115 Zellen wurde 3 ng Expressionskonstrukt gegeben, welches zuvor fiir 2 h
mit BgllII linearisiert wurde. Nach Zugabe von 1 mL Solution II (aus Transformations-Kit)
wurden die Zellen fiir 1 h bei 30 °C inkubiert, wobei alle 15 min intensiv gemischt (Vortex)
wurde. Die Zellen wurden danach fiir 10 min bei 42 °C hitzeschockbehandelt und
anschlieBend fiir 5 min bei 3000 x g abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 mL Solution III
(aus Transformations-Kit) resuspendiert, wieder sedimentiert, schlieBlich in 100-150 pL
Solution IIT gelost und auf einer MD-Agarplatte (III.5) ausgestrichen. Diese wurde fiir 2-4
Tage bei 30 °C inkubiert. Auf die gewachsenen Kolonien wurde jeweils 1 Nitrocefinplittchen
gegeben und nach kurzer Inkubationszeit die rotgefirbten Kolonien fiir die anschlieBende

Expression verwendet.

10.14.2 Anzucht und Induktion

Von der Platte wurden einzelne Kolonien gepickt und in 100 mL BMGY-Medium (II1.5) in
einem 1 L Kolben inokuliert. Nach Inkubation fiir 16-18 Stunden bei 28-30 °C wurde die
Kultur bei 1500-3000 x g abzentrifugiert und 1/5 bis 1/10 des urspriinglichen Volumens in
BMMY-Medium wieder aufgenommen, um die Expression zu starten. Alle 24 h wurde der

Kultur reines Methanol zu einer Endkonzentration von 0,5 % zugegeben.
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10.14.3 Isolierung loslicher Proteine
Der Aufschluss erfolgte mit Breaking Buffer (II1.2.7) analog der Vorschrift zur Isolierung

16slicher Proteine aus S. cerevisiae.

10.14.4 Isolierung von Mikrosomen aus Pichia pastoris
Der Aufschluss erfolgte mit Breaking Buffer (II1.2.7) analog der Vorschrift zur Isolierung von

Mikrosomen aus S. cerevisiae.

10.15 Nicotiana benthamiana

10.15.1 Transformation von Agrobakterien

Agrobacterium tumefaciens wurde durch die so genannte Elektroporation transformiert. Dazu
wurde der Stamm C58CI, der bereits die Plasmide pGV 2260 und pCH32 enthielt (zur
Verfiigung gestellt von Prof. T. Teeri, Department of Applied Biology, Universitdt Helsinki)
tiber Nacht bei 28 °C in 3 mL LB-Medium mit Carbenicillin und Tetracyclin inkubiert. Die
Bakterien wurden zentrifugiert (12000 rpm, 4 min) und in 100 uL H,O wieder aufgenommen.
Dieser Waschschritt wurde 5 x wiederholt, das Pellet anschliefend in 50 uL H,O wieder
aufgenommen und auf Eis gehalten. Die Zellsuspension (40 pL) wurden mit 10 puL entsalztem
Plasmid versetzt und die Mischung 2 min auf Eis inkubiert. Die anschlieBende
Elektroporation erfolgte bei 2,5kV, 200Q, 25 pF. Die transformierten Bakterien wurden in 1
mL LB-Medium aufgenommen, fiir 1 Stunde bei 28 °C im Schiittler inkubiert und schlieBlich

auf Selektionsmedium ausplattiert.

10.15.2 Infiltrationsexperimente

Die Infiltration wurde nach Santos del Blanco (2006) durchgefiihrt. Dazu wurde von der
Agar-Platte (III1.10.15.1) jeweils eine Kolonie gepickt und in 5 mL LB Medium mit
Carbenicillin, Kanamycin und Tetracyclin inokuliert und iiber Nacht bei 28 °C inkubiert. Die
5 mL Kultur wurde zu 50 mL LB Medium gegeben, das neben den bereits erwihnten
Antibiotika zusitzlich 10 mM MES (Morpholinopropansulfonsédure, pH 6,3) and 20 uM
Acetosyringon (3,5-Dimethoxy-4-hydroxylacetophenon) enthielt. Nach Inkubation {iiber
Nacht bei 28 °C wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 3000 x g fiir 5 min pelletiert.
Das Pellet wurde mit 10 mL. Wasser gewaschen, erneut zentrifugiert und in 10 mL MES-
Losung (II1.6) resuspendiert. Die Bakteriensuspensionen wurden auf eine ODggy von 0,5

eingestellt und fiir 2-3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
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Die Pflanzen sollten vor der Infiltration ausreichend Wasser zur Verfiigung haben, um die
Stomata offen zu halten. Auf der Unterseite des Blattes wurde mit einem Skalpell ein Loch
gestochen in das mit einer 2 mL-Spritze (ohne Nadel) die Bakteriensuspension gespritzt
wurde bis das Blatt vollstindig gefiillt war. Die infiltrierten Blitter wurden markiert und die

Pflanzen unter Dauerlicht bei 23 °C inkubiert.

10.15.3 Mikrosomaler Aufschluss von Pflanzenmaterial

Der mikrosomale Aufschluss des Pflanzenmaterials erfolgte nach Diesperger et al. (1974).
Der Ansatz enthielt Blitter, Dowex in Tris/HC1 pH 7,5, Seesand und Puffer in einem
Verhiltnis von 1:1:0,5:6 (w/w/w/v). Die Mischung wurde mit Mikropistillen in Eppendorf-
ReaktionsgefiBlen gemorsert, anschlieBend zentrifugiert (20 min, 12000 x g, 4 °C) und der
Uberstand fiir die Mikrosomen-Fillung verwendet. Dazu wurde die Losung mit 1 M MgCl,
auf eine Endkonzentration von 30 mM eingestellt, vorsichtig gemischt und der Ansatz fiir 10
min auf Eis gehalten. Nach erneuter Zentrifugation (20 min, 17000 x g, 4 °C) wurde das

Pellet in Puffer fiir anschlieBende Enzymtests suspendiert.

10.15.4 Proteinaufschluss fiir Luciferase-Test

Infiltrierte Blétter wurden nach verschiedenen Inkubationszeiten geerntet, kleine Blattstiicke
ausgeschnitten, in 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefde iiberfiihrt und gewogen. Eiskalter
modifizierter Lux-Puffer (IIL.6, 400 pL) und eine Spatelspitze Seesand wurden zugegeben
und die Mischung mit einem Mikropistill gemorsert, bis keine Blattstiicke mehr vorhanden
waren. Nach 10 miniitiger Zentrifugation (12000 x g, 4 °C) wurde der Uberstand
abgenommen und fiir Messungen der Luciferaseaktivitit und UGT-Tests verwendet.
Alternativ dazu wurde der Aufschluss fiir den UGT-Enzymtest auch mit KPi-Puffer (pH 7,5)
durchgefiihrt.

I11.11 Biochemische Methoden

11.1 Herstellung von radioaktiv markierten Substraten

Fiir Enzymtests benotigte radioaktiv markierte Substrate wurden mit Hilfe der rekombinanten
Enzyme selbst hergestellt. Die Produkte wurden jeweils mit 2 x 4 mL Ethylacetat extrahiert
und der Umsatz durch Messung eines Aliquots im Scintillationszdhler sowie nach erfolgter
DC (FlieBmittel CAW) mit dem BAS FLA 2000 Bioimaging Analyzer von Fuji (Tokyo,

Japan) quantifiziert.

44



II1. Material und Methoden

Folgende Konstrukte kamen fiir die Synthesen zum FEinsatz:

- Chalkonsynthase (CHS) aus Pinus sylvestris im pKK233-2-Vektor, exprimiert in E. coli,
verwendet wurde der rohe Extrakt (IT11.10.13);

- Chalkonisomerase (CHI) aus Petunia hybrida, im pYES2-Vektor, exprimiert in Hefezellen;
verwendet wurde roher 16slicher Extrakt (II1.10.14.3);

- Flavanon-3f-Hydroxylase (FHT) aus Anethum graveolens, im pYES2-Vektor, exprimiert in
Hefezellen; verwendet wurde roher 16slicher Extrakt (I11.10.14.3);

- Flavonolsynthase 1 (FLS1), aus Arabidopsis thaliana, im pDEST14-Vektor, exprimiert in
E. coli, verwendet wurde der rohe Extrakt (II1.10.13);

11.1.1 (25)- [4a,6,8- "*C]Naringenin

Der Ansatz fiir die Synthese von (25)- [4a,6,8- 14C]Nalringenin ([14C]NAR) wurde fiir 30 min
bei 37 °C inkubiert und enthilt in 3 mL 0,1 M KPi-Puffer (pH 6,5):

60 pL. ImM 4-Cumaroyl-CoA

200 pL [2-'*C]Malonyl-CoA (60 nmol)

300 uL CHI

500 uL CHS

11.1.2 (25)- [4a,6,8- "*C]Eriodyctiol

Der Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37 °C bei 450 rpm inkubiert und enthilt in 3 mL 0,1 M
KPi-Puffer (pH 6,5):

60 pL Caffeoyl-CoA (1 mM)

200 pL [2-'*C]Malonyl-CoA (60 nmol)

500 uLL CHS

300 uL. CHI

11.1.3 (25)- [4a,6,8- "*C]Dihydroquercetin

Der Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37 °C bei 450 rpm inkubiert und enthilt in 3 mL 0,1 M
KPi-Puffer (pH 6,5):

60 puL Caffeoyl-CoA (1 mM)

200 pL [2-'*C]Malonyl-CoA (60 nmol)

500 uL CHS

300 uL CHI
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Nach erfolgter Inkubation wurde 1mL FHT zugegeben und der Ansatz fiir eine weitere Stunde

bei 30 °C und 450 rpm inkubiert.

11.1.4 (25)- [4a,6,8- "*C]Dihydrokimpferol

Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 37 °C inkubiert und enthélt in 3 mL KPi-Puffer (0,1 M, pH
6,5):

60 uL 4-Cumaroyl-CoA (1 mM)

200 pL [2-'*C]Malonyl-CoA (60 nmol)

300 pL. CHI

500 uL. CHS

Dem Ansatz wurden anschlieBend 1 mL FHT zugegeben, dieser fiir eine weitere Stunde bei

30 °C inkubiert und wie bereits erwihnt extrahiert und analysiert.

11.1.5 (25)- [4a,6,8- *C]Kimpferol

Der Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und enthélt in 3 mL 0,1 M Tris/HCI
(pH 7,5):

60 pL 4-Cumaroyl-CoA (1 mM)

200 pL [2-"*C]Malonyl-CoA (60 nmol)

300 uL. CHI

500 pL. CHS

Dem Ansatz wurden nach erfolgter Inkubation 1 mL. FHT zugegeben, und anschlieBend fiir
eine weitere Stunde bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurde 1 mL FLS1 zugegeben, der

Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 30 °C inkubiert und anschlieend quantifiziert.

11.2 Standardenzymtests

11.2.1 Chalkonsynthase Test

Die Bestimmung der Chalkonsynthaseaktivitit (CHS) erfolgte modifiziert nach Fliegmann et
al. (1992). [2—14C]Malony1—C0A (5 uL 110000 dpm, 1,5 nmol) wurde mit 10 puL 200 mM 4-
Cumaroyl-CoA und 150 uL 0,1 M KPi (pH 6,5) gemischt und die Reaktion durch Zugabe des
rohen rekombinaten Enzyms (50 pg) aus Bakterien gestartet. Nach 30 min bei 37 °C und 550
rpm wurde das entstandene Produkt durch Zugabe von 2 x 200 puL Ethylacetat extrahiert, der
Extrakt durch CAW aufgetrennt und die Menge mit dem BAS FLA 2000 Bioimaging

Analyzer ausgewertet.
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11.2.2 Tests fiir Flavonsynthase I und Flavanon-34-Hydroxylase

Die Tests wurden modifiziert nach Britsch (1990), Britsch er al. (1992) und Gebhardt (2007)
durchgefiihrt. Es wurden jeweils 5000 dpm ["*CINAR (45 pmol) in 150 uL 0,1 M KPi (pH
6,5) aufgenommen. Das jeweilige Enzym (150 pg) wurde als loslich aufgeschlossene
Rohfraktion (III.10.14.3) zugegeben. Des Weiteren enthielt der Ansatz die fiir Dioxygenasen
benodtigten Kosubstrate (jeweils 10 pL der wissrigen Losung): Ascorbat (0,05 mM),
Ammoniumeisen-II-sulfat (1 mM) sowie 2-Oxoglutarat (2 mM). Die Inkubation erfolgte bei
30 °C fir 30 min unter Schiitteln (550 rpm) mit gedffnetem Deckel, um die
Sauerstoffsittigung sicher zu stellen. Die Reaktion wurde durch Extraktion mit Ethylacetat

(zweimal mit je 200 uL) beendet, und die Produktbildung wie oben beschrieben analysiert.

11.2.3 Flavonoid 3°-Hydroxylase Test

Die Aktivitit der Flavonoid 3°-Hydroxylase (F3"H) wurde modifiziert nach Stotz et al. (1985)
bestimmt. Jeweils 5000 dpm ["“CINAR (45 pmol) wurden in 150 uL. 0,1 M Tris/HCI (pH 7,5)
aufgenommen und mit 50 pL (150 pg) mikrosomalem rekombinatem Enzym (II1.10.13.4)
versetzt. Nach Zusatz von 10 uL NADPH (20,4 mM) wurde die Mischung fiir 30 min bei 30
°C und 550 rpm inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion und die Auswertung erfolgten wie

oben beschrieben.

11.2.4 Tests fiir Isoflavonsynthase und 2-Hydroxyisoflavanon-dehydratase

Die Bestimmung der IFS1 Aktivitit erfolgte modifiziert nach Kim et al. (2003). [14C]NAR
(5000 dpm, 45 pmol) wurden in 165 uLL KPi-Puffer (pH 6,5) aufgenommen. Zum Starten der
Reaktion wurden 10 uLL NADPH (1,7 mg/100 pL) und 25 pL (150 pg) des mikrosomalen
rekombinaten Enzyms (II1.10.13.4) zugegeben und bei 30 °C (550 rpm) fiir 30 min inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Extraktion mit Ethylacetat (2x 200 uL) abgestoppt, der Extrakt
eingeengt, auf DC aufgetragen und mittels BAS FLA 2000 Bioimaging Analyzer (Fuji,
Tokyo, Japan; Bio-Imager) analysiert.

Falls die HIDH auch getestet werden sollte, wurden dem Ansatz zusitzlich 25 pL. HIDH

(50 pg) zugegeben, wobei die Puffermenge dann entsprechend reduziert wurde.
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11.2.5 Test auf Glucosidasen
Fiir die Unterscheidung der Hefe-Hydrolasen in a-und S-Glucosidasen wurde p-Nitrophenyl-
o-oder f-D-glucopyranosid (pPNP) als Substrat verwendet.

- 0-Glucosidase Test:

Die Zugehorigkeit zur Familie der a-Glucosidasen wurde durch a-Glucosidasetests nach
Anleitung von Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen) ermittelt. Dazu wurden 20 pL der
Proteinrohfraktion (50 pg) in einem Gesamtvolumen von 500 uL. 100 mM KH,PO, (pH 6,8)
mit 3 mM Glutathion (reduziert) und 10 mM apPNP bei 45 °C fiir 20 min unter Schiitteln
(550 rpm) inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 800 uL. Na,CO3 pro 200 uL Test

gestoppt und photometrisch (OD 4¢0) ausgewertet.

- [-Glucosidase Test:

Die Zuordnung zur Familie der f-Glucosidasen wurde modifiziert nach Pack er al. (2002)
gemessen. Das rohe Protein (100 pL, 250 pg) wurde in einem Gesamtvolumen von 500 pL
100 mM KH,PO4 (pH 5,8) mit 10 mM S-pPNP bei 37 °C fir 20 min inkubiert. Die
Auswertung erfolgte nach Zugabe von 500 uL Puffer photometrisch bei einer Wellenlinge

von 420 nm.

-Test auf Flavonoid #Glucosidasen:

Fir diesen Test wurde Naringenin-7-O-glucosid als Substrat genutzt. Aus einer Stammldsung
(1 mg/mL in Ethylacetat) wurden 15 pL unter vermindertem Druck eingeengt und in 150 puL.
100 mM KH,PO, (pH 5,8) aufgenommen. Das rekombinante, iiber His-Tag gereinigte und
tiber PD10-Séulen in 100 mM KH,POy, pH 5,8 umgepufferte Enzym (50 pL, 20 ug Protein)
wurde zugegeben und die Mischung fiir 30 min bei 30 °C und 550 rpm inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Extraktion mit Ethylacetat (2 x 200 uL) abgestoppt, die vereinigten
Ethylacetatphasen eingeengt und fiir DC und HPLC-Analysen verwendet.

11.2.6 Test auf Glucuronosyltransferasen

Der Test auf UGT-Aktivitit wurden leicht modifiziert nach Ikushiro er al. (2004)
durchgefiihrt. Als Substrat wurde 2 mM Gallussidureoctylester verwendet und die Inkubation
mit 10 mM Saccharolacton, 10 mM MgCl, und 55000 dpm UDP[MC]Glucuronséiure
(spezifische Radioaktivitit 300mCi/mmol) sowie 20 upL Protein (250 pg) in einem
Gesamtvolumen von 100 uL 0,1 M KPi-Puffer (pH 6,5) durchgefiihrt. Die Reaktion wurde
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mit 10 pL 24 % Trichloressigsdure gestoppt und die entstandenen Produkte mit Ethylacetat
(2x 100 pL) extrahiert. Die Analyse der radioaktiven Produkte erfolgte mittels
Scintillationszihler und Auswertung im BAS FLA 2000 Bioimaging Analyzer (Fuji, Tokyo,
Japan) nach erfolgter DC in FlieBmittel 1 (III.11.9).

11.2.7 Luciferase-Test

Die Transformation von Nicotiana benthamiana durch Agrobacterium tumefaciens wurde mit
Luciferase des Gliihwiirmchens, Photinus pyralis (Promega), als Reportergen gepriift.
Luciferase oxidiert das Substrat Luciferin mithilfe der Cofaktoren Mg2+ und ATP in zwei
Schritten, indem das Luciferylcarboxylat durch ATP zu einem gemischtes Anhydrid aktiviert
wird das dann mit Sauerstoff zu den Endprodukten Oxyluciferin und CO; reagiert (Abb. 14).
Die Reaktion ldsst sich durch die Emission von Photonen im sichtbaren Bereich bei einer
Wellenldnge von 550-570 nm (griin bis gelber Bereich) im Luminometer verfolgen. Fiir die
Bestimmung wurde das Luciferase Substrat (80 puL; Promega Luciferase Assay System) mit
dem rohen Enzym (15 pL, 30 pg) in einer Luminometer Kiivette (Sarstedt) gemischt und im
1253 Luminometer (BioOrbit; Turku, Finnland) vermessen. Die Ausgabe des

Messergebnisses erfolgte in relativen Lichteinheiten (Relative light units, RLU).

- a™
HO " COCH Firefly Luciferase 0 5 I s
e ———e - v
g4 +ATP+0, N; iS +AMP + PP, + CO, + Light

Mg

Beetle Luciferin Oxyluciferin

Abb. 14:Reaktionsschema der Luciferase (aus Luciferase Assay System Anleitung, Promega).

11.3 Biotransformationen

Fiir Biotransformationen wurden 250 mL YPGE-Medium mit der jeweiligen Vorkultur
beimpft, bei 30 °C unter Schiitteln (180 rpm) bis zu einer ODg( von 0,8 bis 1,2 inkubiert und
anschlieBend mit steriler 20 % Galaktoselosung (Endkonzentration: 2 %) induziert.
Unmittelbar nach erfolgter Induktion wurde zu jeweils 50 mL der Kultur Substrat (gelost in
DMSO) zugesetzt und fiir 12-17 h weiter inkubiert. Die Produkte wurden mit Ethylacetat

extrahiert, die Extrakte eingeengt und mittels DC oder HPLC analysiert.
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11.4 Proteinbestimmung
Zur Bestimmung des Gesamtproteins wurde die Methode von Bradford (1976) verwendet. Als

Standard diente Rinderserumalbumin Fraktion V (Roth, Karlsruhe).

11.5 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE wurde nach Laemmli (1970) durchgefiihrt. Die Auftrennung der Proteine
erfolgte in einer Miniprotean-II Apparatur (Bio-Rad, Miinchen).

Trenngel [12,2 %] Sammelgel [4,5 %]

4100 pL. Acrylamid ( 30 %) 375 pLL Acrylamid (30 %)

2500 pL Trenngelpuffer (I11.2.4) 625 pL Sammelgelpuffer (111.2.4)
400 puL 10 % SDS (w/v) 100 puL 10 % SDS (w/v)

3000 pL HZO dest. 1400 pL HZO dest.

16 uL TEMED 5 uL TEMED

70 uL 10 % APS (w/v) 15 uL 10 % APS (w/v)

Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit 5 uL. SDS-Probenpuffer (I11.2.4) und 5 pL
DTT (16 mg DTT/mL HZO dest.) versetzt und fiir 5 min bei 95 °C denaturiert.

Bei geringer Proteinkonzentration wurde das Protein zuvor durch Zugabe von 24 %-iger
Trichloressigsdure im Verhéltnis 1:1 fiir 30 min auf Eis geféllt. Nach Zentrifugation bei
10000 x g, zweimaligem Waschen mit 500 pL eiskaltem Aceton und anschlieBendem
Trocknen wurde das Protein wie oben beschrieben vorbereitet und bei einer Spannung von
180 V fiir ca. 1 h aufgetrennt. Durch Anfiarbung mit einer 0,25 %-igen Coomassie-Losung
(I.2.4) und anschlieBender Behandlung mit Entfirbelosung (II1.2.4) wurden die Banden

sichtbar gemacht.

11.6 Western Blot

Fir Western Blot Analysen wurden der Anti-V5-AP Antikorper (Invitrogen) oder der
monoklonale Anti-poly-Histidine, Clone HIS-1-Antikorper (Sigma-Aldrich) verwendet.

Die gewonnenen Rohextrakte der Hefeglucosidasen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt
(III.11.5) und auf PVDF-Membran (9 x 6 cm) geblottet (Semi-Dry-Blot, Schleicher &
Schuell, Dassel). Der Proteintransfer erfolgte bei 100 V fiir 30 min. AnschlieBend wurde die
Membran in Blockierungslosung (II1.2.6) iiberfiihrt und fiir eine Stunde &dquilibriert. Bei
Verwendung des Anti-V5-AP-Antikorpers wurde die Membran 3 x fiir jeweils 5 Minuten mit
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TBST-Puffer gewaschen und anschlieBend mit AP-konjugiertem Antikorper in Dilutions-
Puffer fiir mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Durch dreimaliges
Waschen der Membran in TTBS wurde unspezifisch gebundener Antikorper entfernt. Nach 5
miniitiger Inkubation in TBS-Puffer und zweimaligem Waschen in Alkalischem Phosphatase-
Puffer wurden 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) [50 uL einer Stammldsung von 50
mg/mL in 100 % DMF] und p-Nitroblau-tetrazoliumchlorid (NBT) [70 pL einer
Stammlosung von 75 mg/mL in 70 % DMF] in 10 mL des Alkalischen Phosphatase-Puffers
zum Starten der Farbreaktion zugegeben.

Nach einer ausreichenden Entwicklung (bis zu 30 min) wurde die Fiarbung durch Waschen der

Membran in HZO dest. beendet.

Bei Verwendung des monoklonalen Anti-poly-Histidine-Antikorpers erfolgte die Blockierung
ebenfalls in Blockierungslosung, die Inkubation des primidren Antikorpers jedoch in PBS-
Puffer, der 1 % Rinderserumalbumin enthielt. Fir samtliche Waschschritte sowie die
Inkubation mit sekundidrem Antikorper (AntiMouselgG-Alkaline Phosphatase, Sigma-
Aldrich) wurde TPBS-Puffer verwendet.

11.7 Reinigung iiber His-Tag (Immobilized metal affinity chromatographie, IMAC)
Rekombinante His-Tag-gebundene Proteine wurden an Profinity IMAC Resin (BIO-RAD,
Miinchen) Nickel-Affinitdtssaulenmaterial der PartikelgroBBe 45 - 90 um gereinigt. Das
System besteht aus kovalent an UNOsphere Matrix gebundener Iminodiessigsdure, die Ni**
und andere Ubergangsmetallionen unter Chelatkomplexbildung fixieren kann.
His-Tag-Fusionsproteine konnen an die Ni** -Tonen binden, durch Waschschritte von anderen
storenden =~ Komponenten  befreit werden und  anschlieBend  durch  hohe
Imidazolkonzentrationen wieder von der Siule eluiert werden. Die Bindekapazitit fiir His-
Tag Proteine betridgt = 15 mg/mL.

Fiir die Reinigung wurde das Batch-Verfahren angewandt, das besonders fiir Reinigung bei
geringem Expressionslevel geeignet ist. Eine entleerte, saubere PD-10-Sédule wurde mit 1 mL
Profinity IMAC Resin gefiillt und mit Bindepuffer equilibriert. Hefekulturen wurden mit 5
mL Lysispuffer aufgeschlossen (II1.10.14.3) und die gewonnene rohe Proteinfraktion auf die
Sdule gegeben. Bakterien wurden mit Lysispuffer nach II1.10.12 aufgeschlossen. Die His-
Tag-Sdule wurde auf einem Schiittler (120 rpm) bei 4 °C fiir 30 min inkubiert und
anschlieBend mit 10 mL Waschpuffer gewaschen. Danach wurde das Enzym mit 2,5 mL
Elutionspuffer (II1.2.5) in 500 pL-Fraktionen von der Séule eluiert. Die enzymhaltigen Eluate

wurden vereinigt und iiber eine PD-10 Sédule nach Herstellerangaben mit entsprechenden

51



II1. Material und Methoden

Puffern umgepuffert, mit 10 % Glycerin versetzt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

Die Aufbewahrung erfolgte bei -80 °C.

11.8 Radioaktivititsmessungen

Die quantitative Bestimmung der Radioaktivitit erfolgte mittels Szintillationszidhler (1214
Rackbeta, PerkinElmer, Wellesley, USA) oder durch Auswertung im Bio Imager FLA-2000
(Fuji Photo Film, Tokyo, Japan) mit der dazugehorigen Auswertungssoftware AIDA (Raytest,
Straubenhardt).

11.9 Diinnschichtchromatographie

Die Diinnschichtchromatographie (DC) der Produkte erfolgte auf Zellulose- oder
Kieselgelplatten der Firma Merck (Darmstadt).

Es wurden folgende Laufmittel verwendet:

Laufmittel

1 fiir Flavanone, Flavonole, Flavone, Cumarine und Stilbene:
Chloroform/Essigsdure/Wasser 10:9:1 (CAW)

2 fiir Isoflavone: 30 % Essigsdure

3 fiir Anthocyane: Essigsdure/Salzsdure/Wasser 30:3:10 (Forestal)

4 fiir Ginsenoside: Oberphase aus Ethylacetat/Wasser /1-Butanol 25:50:100

5 fiir Cardenolide: Wasser/Methanol/ Trichlormethan 2:18:80

6 fiir Sennoside: Essigsdure/Wasser/Ethylacetat/1-Propanol 1:30:40:40

7 fiir Cyanoglucoside: Ethylacetat/Aceton/Trichlormethan/Methanol/Wasser 40:30:12:10:8

Diinnschicht-Chromatogramme wurden unter UV-Licht oder nach Anfirbung mit
Sprithreagenzien ausgewertet.

Sprithreagenz

1 fiir Flavanone, Flavonole, Flavone, Isoflavone, Coumarine und Stilbene:

Echtblausalz/0,1 N NaOH

2 fiir Ginsenoside und Cardenolide: Anisaldehyd in Schwefelsdure/Essigsdure/Methanol
5:10:85, 5 min bei 105 °C

3 fiir Sennoside: 20 % Salpetersdure, 10 min bei 120 °C, nach Abkiihlen bespriihen mit KOH
(50g/L) in Ethanol 50 %

4 Natriumborhydrid-Losung: 100 mg in 1 mL Wasser + 9 mL Isopropanol; bedampfen mit
HCl
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11.10 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Samtliche HPLC-Analysen wurden mit dem LaChrom HPLC-System (Merck/Hitachi,
Darmstadt) durchgefiihrt. Dafiir wurden folgende Protokolle verwendet:

Protokoll 1:

Die Biotransformationsexperimente der mit FNS I oder FHT transformierten Hefezellen
wurden nach Akashi et al. (1999) ausgewertet.

Die Produkte wurden auf einer Nucleodur 125/4 Sphinx RP Sum-Sdule (Macherey Nagel,
Diiren) in 50 % wissrigem Methanol (v/v) mit 3 % Essigsdure (v/v) aufgetrennt.

Protokoll 2:

Die Aktivitit der Glucosidasen wurde nach Isayenkova et al. (2006) bestimmt. Als
FlieBmittelsystem wurde ein Gradient aus A: 1,5 % H3;PO4 und B: 100% Acetonitril genutzt,

die stationdre Phase bestand aus einer Nucleosil 100-10 C18-Sdule (Macherey Nagel, Diiren).

Zeit (min) A B Flussrate (mL/min)
0 85 15 1
13 45 55 1
15 85 15 1
20 85 15 1

Protokoll 3:

Die Biotransformationsexperimente der Hefe-Mutanten wurden mit folgendem Protokoll
analysiert: Das FlieBmittelsystem bestand aus einem Gradienten aus A: Wasser (pH 3,2 mit
H3PO, eingestellt), B: Methanol und C: Acetonitril. Als stationdre Phase fungierte eine
Nucleosil 100-10 C18-Séule (Macherey Nagel, Diiren).

Zeit (min) A B C Flussrate (mL/min)
0 88 0 12 1
10 82 0 18 1
15 82 0 18 1
30 55 0 45 1
35 0 55 45 1
42 0 55 45 1
45 88 0 12 1
50 88 0 12 1
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11.11 High Speed Counter Current Chromatography

Die Reinigung von Produkten aus Biotransformationsexperimenten erfolgte durch High Speed
Counter Current Chromatography (HSCCC). Der Aufbau einer HSCCC-Anlage besteht im
Wesentlichen aus einer Pumpe, einem Injektionsventil mit Probenschleife und einer
Trennsiule, die aus Teflonschlauch besteht der in mehreren Schichten um einen Sidulenhalter
gewickelt ist (sog. multilayer coil). Ein Ende der Sdule wird als ,,head* das andere als ,,tail*
bezeichnet. Die Trennung erfolgt in begrenzt mischbaren Losungsmittelsystemen. Fiir eine
optimale Verteilung der zu trennenden Verbindungen wird zuvor der Verteilungskoeffizient
bestimmt. Wihrend der Trennung dreht das ,,Coil“ sich in einer planetaren Bewegung sowohl
um sich selbst als auch um die Zentralachse, wobei dann auf das ,,Coil*“ unterschiedlich starke
Krifte wirken, was einem mehrmaligen Ausschiitteln im Scheidetrichter entsprechen wiirde.
Diese sind in der Nihe der Zentralachse geringer, im dufleren Teil des ,,Coils* wirken
dagegen groflere Krifte (Ito 2005).

Das ZweiphasenflieBmittelsystem bestand aus: n-Hexan/Ethylacetat/Methanol/Wasser in
einem Verhiltnis von 22,2:27.8:22,2:27.8, wovon die untere Phase zuerst auf das 420 mL
,Coil“ geladen wurde. Eine Flussrate von 2 mL/min (1000 rpm, forward) wurde eingestellt
und nun die obere Phase iiber die Sdule gepumpt. Die jeweilige Probe wurde eingespritzt und

Fraktionen von jeweils 10 mL gesammelt und mittels DC analysiert.
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IV. Ergebnisse und Diskussion

IV.1 Heterologe Expression humaner Glucuronosyltransferase

Humane Glucuronosyltransferase (UGT) besitzt relativ breite Substratspezifitdt und kann
unterschiedlichste chemische Verbindungen glukuronidieren (Tukey und Strassburg 2000). In
der Literatur finden sich Berichte iiber Aktivitdtsbestimmungen von UGT1 und UGT2 mit
z.B. Cumarinen, Steroiden, Opioiden, oder auch priméren, sekundédren und tertiiren Aminen.
Anthrachinone und Flavone konnen von UGT1A1, UGT1A3, UGT1A7, UGT1AS8, UGT1A9
und UGT1A10 umgesetzt werden (Tukey und Strassburg 2000). Entsprechend sollte eines der
Enzyme fiir die pridparative Gewinnung von glucuronidierten Flavonoiden genutzt werden
und fiir diesen Zweck wurde UGTIAl (Acc.No: NM_000463) ausgewihlt.
Expressionsysteme fiir UGTn sind beschrieben. So konnten humane Glucuronosyltransferasen
in Saugerzellen, wie z.B. in der Nierenzelllinie COS des Affen, in Lungen-Fibroblastenzellen
(V79) des Hamsters oder in humanen Embryonierenzellen HEK293, exprimiert werden. Auch
die Expression iiber Baculoviren in Insektenzellen war moglich (Radomiska-Padaya et al.
2005) und entsprechende Fusionsproteine wurden in E. coli exprimiert (Ouzzine et al. 1994).
In der hier vorliegenden Arbeit sollten die in der Literatur gut beschriebenen Hefen
S. cerevisiae und Pichia pastoris als Wirt genutzt werden. Zusitzlich wurde auch die
Expression in Nicotiana benthamiana studiert, die allerdings vorher noch nicht beschrieben

wurde.

1.1 UGT Assay

Der Test zur Messung der UGT Aktivitidt wurde zunédchst mit kduflicher UGT1A1 (Sigma) fiir
die spitere Kontrolle der Expression optimiert. Umsetzungen (I11.12.2.6) mit verschiedenen
Testsubstraten und UDP—[U—14C]G1ucur0nséiure als Donor wurden durch DC-Auftrennung
und Bioimaging (Abb. 15) ausgewertet. Octylgallat, das vom Hersteller benutzte UGT1A1-
Substrat, und verschiedene Vertreter der Flavanone (NAR), der Flavone (Apigenin und
Luteolin), bzw. Flavonole (Kdmpferol) und Isoflavone (Genistein und Daidzein) sowie ein

Chalkon (Xanthohumol) wurden eingesetzt.
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1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 15: Test der UGT1A1 Aktivitiit.
B O Die Inkubationen erfolgten mit Octylgallat (Bahn 1),
Xanthohumol (2), Kimpferol (3), Luteolin (4),
_ Apigenin (5), Genistein (6), Daidzein (7) oder
- Q Naringenin (8) als Substrat und in Gegenwart von

UDP-[U-"C]Glucuronsiure. Die Produkte wurden
nach Extraktion auf Zellulose-Diinnschichtplatten
in CAW aufgetrennt und im Bioimager ausgewertet.

- ﬂ UGT1A1 war von Sigma (Taufkirchen). Der Pfeil
- ; T gibt die Laufrichtung an, mit Ovalen sind schwach
E sichtbare Banden markiert.
el
s FOE S i T Startlinie

Alle getesteten Substrate wurden von der UGT1A1 glucuronidiert. Wéhrend Xanthohumol
(Bahn 2) nur sehr schwach umgesetzt wurde und eventuell mehr als ein Produkt zeigt,
lieferten Octylgallat (Bahn 1) und Kidmpferol (Bahn 3) zwei, Apigenin (Bahn 5) sogar drei
verschiedene Produkte. Im Falle von Genistein (Bahn 6) und Daidzein (Bahn 7) ist
moglicherweise jeweils ein zweites Produkt nachweisbar. Diese Erkenntnisse decken sich
teilweise mit den Untersuchungen von Chen et al. (2008), die verschiedene Flavonoide mit
rekombinanter UGT1A3 und UGT1A9 getestet haben. Die Autoren beschrieben fiir Daidzein
ein Produkt und fiir Kémpferol zwei Produkte, wobei es sich hier jeweils um
Monoglucuronide handeln soll, wohingegen fiir Luteolin drei und Apigenin nur ein Produkt
gefunden wurde. Die Unterschiede zu den eigenen Ergebnissen sind aber nicht weiter
verwunderlich, da es sich um verschiedene, wenn auch &hnliche, Enzyme handelt, die
durchaus verschiedene Substratspezifititen aufweisen konnen. Jedenfalls zeigten die
Inkubationen, dass UGT1A1 Flavonoide glucuronidiert, und konnten als Referenz fiir die

spateren Untersuchungen dienen.

1.2 Expression der UGT1A1 in Saccharomyces cerevisiae

UGT1A1- pYES 2.1-Konstrukt in Saccharomyces cerevisiae

Das Expressionskonstrukt UGTI1AI-pYES2.1 war von Simone Witte (Institut fiir
Pharmazeutische Biologie der Philipps-Universitit Marburg) hergestellt worden und wurde
nun zur Transformation von Hefezellen (III.11.13.1) eingesetzt. Das Molekulargewicht der
UGT1ALI liegt bei 60 kDa, durch das Anhéngen des V5-Epitops miissen weitere 5 kDa addiert
werden. Die Hefezellen wurden in Sc-U-Medium, anstatt des sonst verwendeten YPGE-
Mediums, zu einer OD ¢ von 0,4 angezogen. Das Sc-U-Medium ist ein Mangelmedium, in

dem nur die Transformanten mit dem Plasmid wachsen konnen, was die Expression bzw.
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Aktivitdt maximieren soll. Dem Medium wurde zum sofortigen Start der Expression bereits
Galaktose anstatt der sonst iiblichen Glucose zugesetzt. Nach Inkubationszeiten von einer
Stunde bis zu sieben Tagen wurden jeweils Proben entnommen und die Mikrosomenfraktion
aus den Zellen gewonnen (I11.11.13.4). Zur Uberpriifung der Expression wurden die Proteine

durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Gel mit Coomassie Brilliant Blue gefirbt (Abb. 16).
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Abb. 16: Uberpriifung der UGTI1A1 Expression nach Auftrennung durch SDS-PAGE.
Dargestellt sind die gewonnenen Mikrosomenpriaparationen zu Beginn der Expression (Bahn 1),
nach einer Stunde (Bahn 2), zweieinhalb Stunden (Bahn 3), sechs Stunden (Bahn 4), einem Tag
(Bahn 5), drei Tagen (Bahn 6) und sieben Tagen (Bahn 7) Inkubation.

Das Bandenmuster aus Zellen nach sieben Tagen Wachstum und Auftrennung durch SDS-
PAGE weist eine zusitzliche Bande auf (mit Pfeil markiert), die nach 6 Stunden bereits
erkennbar war, aber in der Intensitét kontinuierlich zunahm. Diese Bande entspricht allerdings
nicht der erwarteten GroB3e des UGT1A1-V5 Konstruktes. Auch mittels Western-Blot konnte
eine Expression nicht eindeutig nachgewiesen werden (nicht dargestellt). In anschlieBenden

Standardenzymtests konnte entsprechend auch keine Aktivitit detektiert werden.

UGT1A1- pYeDP60-Konstrukt in Saccaromyces cerevisiae
Die UGTIAI wurde mit der Primerkombination UGTI1A1_Bamf -UGT1Al_Smar (siche
Anhang) in den pYeDP60-Vektor kloniert und anschlieBend INVSc- Zellen mit diesem

Konstrukt transformiert. Bei diesem von Pompon et al. (1996) entwickelten Vektor handelt es
sich um einen Expressionsvektor, der ebenfalls unter Kontrolle eines mit Galaktose
induzierbaren Promoters steht. Es handelt sich aber im Gegensatz zu pYES2.1 um einen
Hybridpromotor (GAL10-CYC1). Auch hier war nach Anzucht in YPGE-Medium und
anschlieBender Mikrosomenpréparation der Zellen keine Glucuronosyltransferase -Aktivitit

nachweisbar.
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Eine Coexpression von UGT1AG6 in S. cerevisiae AH22 mit CYP1A1 (beide aus der Ratte)
hatten Ikushiro et al. (2004) beschrieben, um den Phase I und II-Metabolismus von
7-Ethoxycoumarin (7EC) zu untersuchen. Grund war die Vermutung, dass Phase I und II
Metabolismus gekoppelt ablaufen, da sie beide Prozesse in der ER-Membran lokalisiert sind.
Um eine stabile Expression zu gewihrleiten, wurde UGT1A6 mittels pAUR101-Vektors ins
Genom integriert. Die Expression stand unter Kontrolle eines Hefealkoholdehydrogenase I
Promotors und Terminators. CYPIAI und NADPH-P450 Reduktase befanden sich auf einem
episomalen multicopy-Plasmid(pGYR1). Der Metabolismus von 7EC zu 7-Hydroxycoumarin
(7THC) und den glucuronierten Konjugaten (7GC) wurde mittels HPLC untersucht. Das
Produkt 7HC entstand relativ schnell, wohingegen das Glucuronsdure-Konjugat 7GC erst
nach einer lag-Phase von 2 Min detektiert werden konnte. Eine Mischung aus Mikrosomen,
die P4501A1 oder UGT1A6 exprimieren, fiihrte aber zum gleichen Testergebnis, so dass
daraus geschlossen werden kann, dass keine Kopplung der Enzyme notwendig ist. Ikushiro
et al. waren die Ersten, die eine Coexpression von UGT und P450-Monooxygenase in
S. cerevisiae zeigen konnten bzw. bewiesen, dass funktionale UGT auch unabhingig von
einem zweiten Enzym exprimiert werden kann. Die Autoren. verwendeten allerdings einen
anderen Vektor (pAURI101) als in dieser Arbeit, der moglicherweise fiir die Expression der
UGT besser geeignet ist. Das konnte erkldaren, warum UGT1AI weder mit dem pYES2.1 noch
mit dem pYeDP60-Vektor funktional exprimiert werden konnte. Fiir weitere
Expressionsversuche in S. cerevisiae sollte deshalb ein anderer Vektor in Betracht gezogen

werden.

1.3 Expression in Pichia pastoris

Da eine funktionaelle Expression der UGTIAl in S. cerevisiae nicht gelang, wurde die
Expression in Pichia pastoris versucht. Pichia-Transformanten konnen einerseits hohe
Produktionsraten erreichen und sogar verschiedene Proteine direkt in das Medium sekretieren,
zum anderen konnen die Zellen einfach und effektiv im Fermenter angezogen werden.
AuBerdem zeigt Pichia eine genetische Stabilitét, so dass auch bei hohen Zelldichten keine
Verminderung der Ausbeute eintritt (Weiss und Reildnder 2002). Im Gegensatz zu
Saccharomyces besitzt der Pichia-Vektor einen AOX1-Promotor der einer sehr effizienten
Regulation unterliegt. Er ist durch hohe Konzentrationen an Glucose oder anderer
Kohlenstoffquellen komplett reprimierbar, wird aber durch Zugabe von Methanol aktiviert.
Die Alkoholoxidase 1 (AOX 1) wird nach Zugabe von Methanol unter Kontrolle des AOX-

Promotors transkribiert und translatiert, akkumuliert in den Peroxisomen und stellt bis zu
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30 % des Gesamtproteins dar. Das zeigt, dass es sich um einen sehr starken Promotor handelt.
Da Pichia im Vergleich zu Saccharomyces eine stark reduzierte ethanolische Gérung besitzt,
kommt es selbst bei sehr hohem Zelldichten nicht zur Akkumulation von toxischen
Ethanolkonzentrationen (Weiss und Reildnder 2002).

Die UGTIAI cDNA wurde mit der Primerkombination UGT1A1_Bamf-UGT1A1_Bamr
(siehe Anhang) in den pPIC3BLA-Vektor, zur Transformation von Pichia-Zellen
(II1.10.15.1), kloniert. Der Vorteil dieses von Smilovi¢ et al. (2007) entwickelten
Vektorsystems besteht darin, dass befa-Lactamase (BLA) als Reportersystem verwendet wird
und die Aktivitdit der BLA direkt zur Feststellung der Transformationseffizienz genutzt
werden kann. Das Reportergen wird in den Genort kloniert, in den auch die UGTIAI-cDNA
inseriert wird. Beide Enzyme werden somit proportional exprimiert (Smilovi¢ et al. 2007).
Nach Ausplattieren der transformierten Pichia-Zellen auf MD-Platten und Inkubation fiir
zwei Tage bei 28 °C (III.10.15.1) konnten nach Zugabe der Nitrocefin-Plittchen
unterschiedlich stark gefidrbte Kolonien detektiert werden, die von 1-7 nummeriert wurden
(Abb.17). Als Negativ-Kontrolle (K) wurde ein Nitrocefin-Plittchen auf die leere Platte
gegeben. Es war zu erkennen, dass Kolonien Nr. 6 und 7 die stirkste Rotfirbung aufwiesen,
Kolonie 5 nur schwach gefirbt war, die anderen dagegen fast nicht. Nach Smilovi¢ et al.
(2007) ist die Intensitdt der braunen (in diesem Fall aber eher roten) Kolonien proportional
zur Aktivitit der BLA, wobei dunkel gefirbte Kolonien eine hohere BLA -Aktivitit

aufweisen als helle Kolonien.

r 2+ 3+ EBES 67 % K
% -

Abb. 17 :Einzelkolonien (1-7) von Pichia-Transformanten mit verschiedenen UGT1A1-pPIC3-
BLA-Konstrukten (GS115-Zellen) nach Zugabe der Nitrocefin-Pléittchen.

Die mehr oder weniger stark gefidrbten Kolonien wurden jeweils in BMGY Medium iiberfiihrt
und wie unter I11.10.15.2 beschrieben weiter behandelt.

Nach Isolierung der Mikrosomen (I11.10.14.4) wurden Enzymtests mit Octylgallat als Substrat
und UDP-[U-"*C]Glucuronsiure (100000 dpm) durchgefiihrt.

Nur mit Kolonie Nr.6 konnte mittels Scintillationszdhler schwache Aktivitit (1000 dpm)
nachgewiesen werden, was einer sehr geringen Umsatzrate von ca. 1 % entspricht. Nach
Auftrennung durch DC (Abb.18) war eine schwache Bande detektierbar, deren R-Wert dem
Hauptprodukt der kduflichen UGT1A1 (Sigma) aus dem Substrat Octylgallat entsprach.
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Abb. 18: Aktivititstest von Mikrosomen aus
UGT1A1 transformierten P. pastoris Zellen
(Kolonie Nr. 6). Die Mikrosomen wurden mit
Octylgallat und UDP-[U-"*C]-Glucuronsiure
inkubiert und das Produkt durch DC auf
Zellulose in CAW identifiziert.

Diese Umsatzrate war leider viel zu gering fiir die Gewinnung groferer Mengen an
glucuronidierten Verbindungen. Mit Flavonoiden (Kampferol, Luteolin, Apigenin, Quercetin,
Genistein, Daidzein und Xanthohumol) als Substrat konnte weder im Scintillationszdhler noch
nach DC Umsatz detektiert werden (nicht dargestellt). Auch Anderungen der
Inkubationsbedingungen (Anderung der Substrat-und Proteinmengen und Inkubationszeiten)
und Biotransformationsexperimente (mit Octylgallat und UDP-Glucuronsédure als Substrat,
Inkubation bis zu 5 Tage) brachten nicht den gewiinschten Erfolg. Es konnte aber gezeigt
werden, dass die Expression grundsitzlich moglich ist, fiir die Zwecke einer Substratsynthese
aber zu schwach ausfillt.

Die Expression von humaner UGT1A6, Mutanten und Wildtyp, in Pichia pastoris wurde von
Ouzzine et al. (2000) beschrieben. Es wurde vermutet, dass Histidin eine Schliisselrolle in der
Glucuronidierung spielt, und die Funktion von His®®, His*®', His’”® und His*®. mit
4-Methylumbelliferon als Reportersubstrat iiberpriift. Demnach ist eine Expression in
P. pastoris prinzipiell moglich. Im Unterschied zu den eigenen Versuchen isolierten die
Autoren die Mikrosomen durch Ultrazentrifugation, was im Falle von Pflanzen meist bessere
Ergebnisse liefert. So beschreiben beispielsweise Menting et al. (1994), dass die Mikrosomen
aus Ultrazentrifugation von Petunie-Extrakt drei- bis vierfach mehr Protein enthalten als
diejenigen aus MgCl,-Féllung. Deshalb sollte in Zukunft die Ultrazentrifugation zur
Gewinnung rekombinanter UGT1A1 aus Pichia in Betracht gezogen werden.

Moglicherweise konnte auch in einem anderen Vektor (z.B. picZ) die Expressionrate erhoht

werden.
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1.4 Expression in Nicotiana benthamiana

Da die Expression der UDP-Glucuronosyltransferase in Saccharomyces oder Pichia
unbefriedigend war, wurde Nicotiana benthamiana (Solanaceae) als weiteres
Expressionssystem getestet. Nicotiana benthamiana bietet im Vergleich zu N. tabacum den
Vorteil von kleinerem Wuchs und kiirzerem Lebenszyklus (Santos del Blanco 2006).

Pflanzen lassen sich auBerdem kostengiinstig anziehen, in groBer Fliche anbauen und das
plastiddre Genom kann fiir hohe Effizienz der Proteinproduktion transformiert werden. Im
Falle von Glykoproteinen unterscheidet sich zwar die Glykanstruktur von Tieren und
Pflanzen, aber im Vergleich zu Hefen sind die der Pflanzen dem tierischen System dhnlicher
(Larrick und Thomas 2001, Santos del Blanco 2006).

Das gramnegative Bakterium Agrobacterium tumefaciens verursacht in Pflanzen
Wurzelhalsgallentumore. Die infizierten Zellen produzieren Aminosiure-dhnliche Opine (z.B.
Nopaline, Octopine und Mannopine), die nur von den Bakterien genutzt werden kdnnen. Die
Information zur Opin-Produktion ist auf einem Tumorinduzierenden Plasmid (Ti) kodiert, von
dem ein Segment, die T-(transferred) DNA mit den Opin-Genen in das Wirtsgenom integriert
wird. Die T-DNA wird flankiert von 25 bp ,direct repeats”. Ein groBer Teil der DNA
zwischen den ,,direct repeats® kann entfernt und durch beliebige DNA ersetzt werden, die
dann vom Bakterium in die Pflanze eingebracht wird (Gelvin 2003, Santos del Blanco 2006).
Fiir die Ubertragung der T-DNA sind vir-Gene erforderlich, die auf einem separaten Plasmid
lokalisiert sein konnen (binére Systeme). Diese binidren Vektoren enthalten neben der T-DNA
die von den sog. left border (LB) und right border (RB)-Sequenzen flankiert wird,
Selektionsmarker, die fiir Antibiotika-Resistenzen kodieren (meist Kanamycin) und haben
den Vorteil, dass sie sowohl in E. coli als auch in Agrobacterium repliziert werden konnen. In
den bindren Vektoren wird die Tatsache genutzt, dass die vir Region des Ti Plasmids in trans
mit der T-DNA arbeiten kann und somit zwei Sequenzen in separaten Replikons lokalisiert
sein konnen. Ein Replikon beinhaltet das sog. disarmed Ti-Plasmid, bei dem die Tumor
induzierenden Eigenschaften eliminiert wurden, den ,,vir Helfer*, der die vir Gene aber keine
oder leere T-DNA beinhaltet und in das Genom des Agrobacteriums integriert werden kann.
Das zweite Replicon enthilt die T-DNA.

Phenolische Verbindungen aus der Wirtspflanze (z.B. Acetosyringon) induzieren die
Expression der vir-Gene und die Ubertragung der T-DNA.

Der in dieser Arbeit verwendete Agrobacterium-Stamm C58 enthilt die geklusterten Gene
virA, virB, virC, virD und virE. Der Stamm beinhaltet ein zirkuldres und ein lineares

Chromosom, daneben zwei Plasmide von denen eines das Ti-Plasmid ist (Wood et al. 2001,
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Santos del Blanco 2006). Die Infektion erfolgte durch sog. Agroinfiltration, indem die
Bakteriensuspension mit virulenzinduzierenden Chemikalien direkt in die Interzellularrdume
der Blitter gespritzt wird. Dort sind die Agrobakterien in der Lage, fast jede Zelle zu
infizieren (Kapila et al. 1997, Johansen und Carrington 2001, Santos del Blanco 2006). Die
Aktivitit des exprimierten Proteins kann schon nach kurzer Zeit gemessen werden (Santos del
Blanco 2006). Die Agroinfiltration dient normalerweise zur Priifung der Stabilitdt der
transformierten Pflanzen und liefert nur kleinere Proteinmengen. Es wurden aber auch schon
Methoden entwickelt, um mehrere 100 Milligramm Protein pro Woche zu erhalten (Fischer et
al. 2004).

Humane UGTIAI wurde aus dem Konstrukt UGT1AI-pYES2.1 mit Hind III und BamHI
herausgeschnitten und in den pE1801-Vektor kloniert. Nach positiver Restriktionsanalyse und
Sequenzierung wurden die Agrobakterien mit dem Konstrukt durch Elektroporation
transformiert (siehe II1.10.15.1) auf LB-Platten angezogen und fiir die Infiltration von
Nicotiana vorbereitet (I11.10.15.2). Die Agrobakterien enthielten zusitzlich das Reportergen
fiir Luciferase und einen Suppressor fiir Gensilencing, das p19-Protein des Tomato Stunt
Bushy Virus (TSBV).

Dabei wurden folgende Konstrukte verwendet:

1: Disarmed Ti Plasmid, CaMV35S — virG — virE, Superpromoter-TEV-; Luciferase

2: Disarmed Ti Plasmid, CaM V35S — virG — virE, p19

3: Disarmed Ti Plasmid, CaMV35S —virG — virE, UGT1A1

Diese 3 Konstrukte wurden folgendermaB3en kombiniert und nach einer Inkubationszeit von
drei Stunden bei RT infiltriert:

Transformationsversuche:

I: Mischung aus 1, 2 und 3 im Verhiltnis 1:1:1

II: Mischung aus 1 und 2 im Verhiltnis 1:1

IIT: Mischung aus 1 und 3 im Verhiltnis 1:1

IV: Mischung aus 1, 2 und 3 im Verhiltnis 1:1:2

V: Mischung aus 1, 2 und 3 im Verhiltnis 2:1:1

VI: Mischung aus 1 und 2 im Verhiltnis 2:1

VII: nur MES-L6sung

K: nicht infiltrierte Blatter

Nach 2, 5, 8 und 16 Tagen wurde Blattmaterial gewonnen und wie unter II1.10.15.3
beschrieben fiir Luciferase (Tab. 1)- und UGT-Tests aufgearbeitet.
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Tab. 1: Luciferase-AKktivitit der Extrakte aus verschieden transformierten N. benthamiana
Blittern. Die Aktivitit wurde in RLU (relative light units) /mg Blattmaterial gemessen.

Transformations- | Tag2 | TagS | Tag8 | Tag 16
versuche

I 170 1290 | 2500 1420
II 10 170 2000 1210
I 0 0 0 0

10 70 160 270 940

\Y% 50 450 2490 | 7150
VI 70 30 670 8530
VI 0 0 0 0

K 0 0 0 0

In allen Kombinationen war mit Ausnahme der Kontrollen III (ohne Luciferase-Gen), VII
(nur MES-Lo6sung) und K (nur “leeres* Blattmaterial) Luciferase-Aktivitdt nachweisbar, die
in jeweils bis Tag 8 nach Infiltration zunahm, bei IV-VI sogar bis zum 16. Tag, wobei im
Versuch VI sich die Aktivitit von Tag 8 auf Tag 16 vervielfachte (Faktor 18). Die spiite,
deutliche Zunahme an Aktivitidt der Luciferase in Versuch VI, aber auch Versuch V, ist
moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass in beiden Fillen der Anteil an Luciferase in der
jeweiligen Kombination im Vergleich zu den anderen Bestandteilen doppelt so hoch war
(Mischungsverhiltnis von 2:1 siehe vorher). Konstrukt IV erreicht insgesamt nur niedrige
Werte im Vergleich zu den anderen Kombinationen. Konstrukt I zeigt anfinglich (bis Tag 5)
im Vergleich zu II, welches keine UGT aber die anderen Bestandteile in der gleichen
Konzentration enthilt, hohere Aktivitit, ab Tag 8 befinden sich beide auf einem dhnlichen
Niveau

Zur Uberpriifung der Expression wurden die gewonnen Proteinfraktionen durch SDS-PAGE
(IIL.11.5) aufgetrennt und im Gel mit Coomassie Brilliant Blue gefédrbt (nicht dargestellt).
Eine Expression konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Keiner der Blattextrakte zeigte im Test UDP-Glucuronosyltransferaseaktivitit. Auch Tests

mit Mikrosomenfraktionen (II1.10.15.3) lieferten keine Umsitze.
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Abb. 19: N. benthamiana Pflanzen 5 (A) und 16 Tage (B) nach Infiltration. Ein gelbes Blatt nach
Infiltration mit UGT1A 1-Konstrukt ist mit Pfeil gekennzeichnet.

Nach 16 Tagen konnten keine weiteren Proben gewonnen werden, da das mit UGT infiltrierte
Blattmaterial sich zunehmend gelb firbte und von der Pflanze abfiel. Blitter der infiltrierten
Kontrollpflanzen (ohne UGT-Konstrukt) blieben dagegen griin (Abb. 19).

Sowohl Glucuronsiure als auch Xylulose sind Bestandteil der Zellwand, welche beide von der
UGT1A1 metabolisiert werden konnen (Mohnen 2008, Tukey und Strassburg 2000). Da sich
nur die mit UGT-Konstrukten infiltrierten Blatter verfirbten, wiirde darauf hinweisen, dass
das heterologe Protein moglicherweise trotz nicht nachgewiesener Expression und Aktivitit
exprimiert wird. Der Aufbau der Zellwand wire dann durch Verbrauch von Glucuronsiure
und Xylose negativ beeinflusst und die Blitter verfirben sich gelb.

Gelbfirbung der Blitter, infolge eines Eingriffs in den Zuckerstoffwechsel, ist aus der
Literatur bekannt. So haben Ahn et al. (2006) fiir ein rekombinantes NbAXS1 Enzym in vitro
eine UDP-D-apiose/UDP-D-xylose-Synthase-Aktivitdt nachgewiesen. Die so genannte UDP-
D-apiose/UDP-D-xylose-Synthase katalysiert die Umwandlung von UDP-D-glucuronat zu
UDP-D-apiose und UDP-D-xylose. Virus induziertes Gen-silencing (VIGS) des Gens
NbAXS1 in Nicotiana benthamiana fiihrt zu Wachstumsstopp und Gelbfiarbung der Blitter
verbunden mit Zelltodsymptomen. Weiterhin  zeigten die Blitter abnormale
Zellwandstrukturen wie verdickte Zellwinde, Liicken in den Winden und hohe Anlagerung
an Stirke (Ahn ef al. 2006). Die Mutanten enthielten signifikant geringere Mengen an D-
Apiose, 2-O-Methyl-L-fucose und 2-O-Methyl-D-xylose, die als Marker fiir die Seitenketten
des Rhamnogalakturonan II (RG II) dienen. RG II ist neben Rhamnogalakturonan I (RG I)
und Homogalakturononanen (HG’s) ein Bestandteil des Pektins, welches in primiren
Zellwinden von dicotylen und monokotylen Pflanzen vorkommt (Iwai et al. 2002, Ahn et al.
2006, Mohnen 2008).

Ahnliche Beobachtungen zu verfirbten Blittern konnten Iwai et al. (2002) machen. Die

Autoren stellten eine Mutante nolac-H18 (nonorganogenic callus with loosely attached cells)
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in Blattkulturen von haploiden Nicotiana plumbaginifolia mit T-DNA Transformation her,
mit der sie beweisen konnten, dass eine Pectin-Glucuronosyltransferase essentiell fiir
interzelluldre Anhaftung in Pflanzenmeristem und Gewebe ist. Das Gen, welches mit T-DNA
verbunden ist, wird als NpGUT1 (Glucuronosyltransferase 1) bezeichnet und wird in Spross-
und Wurzel-Apikalmeristem exprimiert. Die Mutation verursacht Defekte in der
Glucuronsdure des RG II in Pektin, was die Bildung der Borat-Verbindung in RG II drastisch
reduziert. Bei starker Expression des antisense NpGUT1 waren die Spross-Entwicklung und
das ,,intercellular attachment™ dramatisch vermindert und die Blitter wurden blass. Beide
Veroffentlichungen schreiben der UDP-Glucuronsidure im Aufbau der pflanzlichen Zellwand
eine bedeutsame Rolle zu. Ist der Einbau der Glucuronsdure und der Aufbau der Zellwand
gestort, verfarben sich die Blitter. NpGUTI weist aulerdem Sequenzédhnlichkeiten zu einer
humanen Glucuronosyltransferase (EX72, Heparansulfatsynthase, Acc.No. AAB62718) auf
(Iwai et al. 2002), was auch dafiir sprechen wiirde, dass es sich bei der UGT1A1 und
NpGUT1 um konkurrierende Enzyme mit dhnlichen Substratspezifititen handeln konnte. Ein
Ausschnitt des Alignments der UGT1A1 mit NpGUT1 und der Substratbindestelle von EXT2
ist in Abb. 20 dargestellt und zeigt, dass durchaus auch zwischen diesen drei Sequenzen

Ahnlichkeiten gefunden werden kénnen.

EXT2 VRKRCHKHQVFDYPQVLQEATFCVVLRGARLGQAVLSDV———————— LOAGCVPVVIADS 347

NpGUT1 T-———— EHPTTYYEDMQRAIFCLCPLGWAPWSPRLVEA-——————— VIFGCIPVIIADD 236

UGT1Al SDFVKDYPRPIMPNMVEVGGINCLHONPLSQEFEAYINASGEHGIVVFSLGSMVSEIPEK 317
. . * . . * . * .

EXT2 YILPFSEVLDWKRASVVVPEE————-— KMSDVYSILQSIPQRQIEEMQRQLFMEPVRRENW 402

NpGUT1 IVLPFADAIPWEDIGVEVAEK————— DVPNLDTILTSIPPEEILRKQRLLANP——————— 284

UGT1Al KAMATADALGKIPQTVLWRYTGTRPSNLANNTILVKWLPONDLLGHPMTRAFITHAGSHG 377

* . .k ..

Abb. 20: Alignment von UGT1Al1l, NpGUT1 und EXT2 Sequenzabschnitten.
Ubereinstimmungen wurden mit einem Stern, konservativer Austausch mit
Doppelpunkt, semikonservativer =~ Austausch mit Punkt  gekennzeichnet,
Sequenziibereinstimmungen von NpGUT1 und UGT1 wurden zusitzlich fett markiert.

Eine Erkldrung, fiir die fehlende UGT-Aktivitit wire, dass die Expression zu diesem
Zeitpunkt aber moglicherweise noch zu gering war. Eine Anreicherung der Mikrosomen
mittels Ultrazentrifugation konnte eventuell dieses Problem 16sen. Lingere Inkubationszeiten
der Pflanzen sind auch nicht moglich, da nach 16 Tagen keine infiltrierten lebenden Blitter
mehr vorhanden waren. Bis jetzt ist noch keine Expression einer humanen
Glucuronosyltransferase in Tabak oder anderen Pflanzen beschrieben worden, weswegen

keine relevaten Vergleiche moglich sind.
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So ist abschlieBend festzustellen, dass ein funktionierendes System fiir den Test von
(kéduflicher) UDP-Glucuronosyltransferase mit verschiedenen Flavonoiden als Substrat
etabliert werden konnte, eine Expression in Nicotiana benthamiana ebenso wie in
S. cerevisiae aber nicht erfolgreich war. Fiir weitere Versuche zur Gewinnung glucuronierter
Flavonoide sollte die Expression der UGT1A1 in Pichia in Betracht gezogen werden. Es
konnte gezeigt werden, dass es moglich ist UGTIA1 in diesem System, wenn auch nur
schwach, zu exprimieren. Aus Zeitgrinden war es nicht mehr moglich, die
Expressionsbedingungen noch weiter zu optimieren. Fiir weitere Optimierungsversuche sollte
moglicherweise auch die Verwendung eines anderen Vektors getestet werden, so ist
beispielsweise eine erfolgreiche Expression von UGT in Pichia mit Verwendung des pPICZ -
Vektors beschrieben (Ouzzine et al. 2000). Generell sollte dann auch die sog. “codon usage*
bedacht werden. Verschiedene Organismen verwenden unterschiedlich hidufig Codons des
degenerierten Codes, was der t-RNA-Verteilung in der Zelle entspricht. So konnte die
Expression moglicherweise durch Verwendung der fiir P. pastoris (oder fiir S. cerevisiae)
geldufigeren  Codes  gesteigert ~werden. Mit Hilfe des Internetprogramms:
www.gcua.schoedl.de konnen die  Ubereinstimmungen der  Triplett-Verwendung
verschiedener Organismen verglichen werden. So wird beispielsweise das in der
menschlichen UGTIAI verwendete Triplett CGG fiir Arginin in P. pastoris nur zu 10 %
favorisiert, AGA zeigt dagegen eine Ubereinstimmung von 100 %. Ein dhnliches Bild zeigt
sich bei S. cerevisiae: dieser Organismus hat Priferenzen fiir AGA (100 %) im Gegensatz zu
CGG (8 %) fiir Arginin. So konnte durch die Verwendung des jeweiligen favorisierten
Tripletts fiir Arginin moglicherweise die Expression erhoht werden, was aber weiterer
Untersuchungen bedarf.

Mittlerweile sind aber auch pflanzliche UGTn erfolgreich in E. coli exprimiert worden. So
konnten Noguchi et al. (2009) eine Flavonoid 7-O-glucuronosyltransferases (F7GAT) in den
Expressionsvektor pET15b klonieren und in E. coli funktionell exprimieren. Dieses Enzym ist
in der Lage z.B. Apigenin zu glucuronidieren. Des Weiteren ist eine Glucuronosyltransferase
aus Bellis perennis bekannt, die ebenfalls in E. coli exprimiert werden kann und als Substrate
Cyanidin- und Delphinidin-3-O-glucosid akzeptiert (Osmani et al. 2008). Fiir weitere
Versuche glucuronidierte Flavonoide herzustellen, sollte also auch dieses System in Betracht

gezogen werden.
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IV.2 Herstellung von Isoflavonen

2.1 Herstellung eines Doppelkonstruktes von Isoflavonsynthase und
2-Hydroxyisoflavanondehydratase

Die Bildung von Isoflavonen aus (25)-Naringenin wird in zwei Schritten katalysiert durch IFS
und HID (Abb. 4). Zur Gewinnung groBerer Mengen, sollten beide Gene in einem
Doppelkonstrukt in S. cerevisiae exprimiert werden. Konstrukte der /F'SI aus G. max (Jung et
al. 2000) in pBluescript und der HIDH, ebenfalls aus G. max (Akashi et al. 2005) in pET28a
standen zur Verfiigung. Die HIDH aus G. max wurde dem ebenfalls verfiigbaren HID-
Konstrukt aus Glycyrrhiza echinata (HIDM) vorgezogen, da die HIDH eine breitere
Substratspezifitit aufweist. HIDM ist spezifisch fiir 2,7-Dihydroxy-4 -methoxyisoflavon,
wohingegen die HIDH sowohl 4’-hydroxylierte als auch 4’-methoxylierte
2-Hydroxyisoflavanone metabolisieren kann (Akashi et al. 2005).

Mithilfe der Primerkombination GMIFS_H und GMIFS_R wurde die /F'SI cDNA aus IFS1-
pBluescript amplifiziert, das Produkt in den pYES2.1-Expressionsvektor kloniert und in
TOP10-Zellen iiberfiihrt. Nach Kontrolle durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung wurde
das neue Konstrukt in S. cerevisiae tiberexprimiert. Die Mikrosomenfraktion aus den Zellen
(III.10.13.4) in 0,1 M KPi-Puffer (pH 6,5) wurde mit 5000 dpm “C-NAR (45 pmol) als
Substrat und NADPH als Cosubstrat auf Aktivitit getestet. Zusitzlich wurde einer zweiten
Inkubation HIDH zugegeben, die zuvor in BL21-Zellen exprimiert und aus den Zellen
gewonnen worden war (II1.10.12). Die Inkubationen wurden durch Extraktion (Ethylacetat)
beendet, und die Extrakte durch DC in 30 %-iger Essigsidure aufgetrennt und anschlieend
mittels Phosphor-Imager analysiert (Abb. 21). Ohne Zugabe von HIDH entsteht ein Produkt
(Bahn 1), das bei Inkubation in Gegenwart von HIDH (Bahn 2) fehlt, wihrend ein neues
Produkt auftaucht, das durch Co-Chromatographie mit authentischer Referenz als Genistein
identifiziert wurde. Die Vermutung liegt nahe, dass es sich beim Produkt in Bahn 1 um das
Zwischenprodukt 2-Hydroxyisoflavanon handelt, was aber ohne Referenzsubstanz nicht

verifiziert werden konnte.
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2-Hydroxy-
isoflavanon ?

NAR

Abb. 21: Umsetzung von * C-NAR mit rekombinanter IFS1
(Bahn 1) oder IFS1 und HIDH (Bahn 2) in Gegenwart von
NADPH. Die Inkubationen wurden auf Zellulose-
Diinnschichtchromatographie in 30%-iger Essigsiure
aufgetrennt und im Biolmager analysiert.

Genistein

Da die separat exprimierten Enzyme aktiv waren, sollte nun ein Doppelkonstrukt zur
Expression in S. cerevisiae hergestellt werden. Dazu wurde HIDH mit den beiden
Restriktionsenzymen Xbal und Xhol aus dem pET28a-Konstrukt geschnitten und in den
p423-GPD-Vektor kloniert. Fiir diese Untersuchung wurde der Vektor p423-GPD (Abb. 55,
Mumberg et al. 1995) gewihlt, der den relativ starken Promotor Glyceraldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GPD) und Auxotrophie fiir die Aminosdure Histidin besitzt, um fiir spétere
Doppeltransformation einen alternativen Selektionsmarker zu Uracil (Auxotrophie auf
pYES2.1) zu haben.

S. cerevisiae-Zellen wurden mit dem HIDH-p423GPD-Konstrukt transformiert und 16sliche
Zellextrakte auf Aktivitit getestet. Nachdem der Enzymtest positiv ausfiel (nicht dargestellt),
wurde eine Doppeltransformation von S. cerevisiae mit IFS1-pYES2.1 und HIDH-p423-GPD
durchgefiihrt. Kompetente INVSc-Zellen, die bereits das Konstrukt der [FS/ enthielten
(IT1.10.13.1), wurden mit dem HIDH-Konstrukt transformiert, auf Sc-U-His-Medium plattiert
und angezogen. Einzelkolonien wurden, zur Inokulation von YPGE-Medium, in Sc-U-His-
Medium angezogen, induziert und anschlieBend 16sliche Extrakte und Mikrosomenfraktion
gewonnen, da es sich bei der HIDH um ein 16sliches Protein (Akashi et al. 2005), bei der
IFS1 aber um ein mikrosomal gebundenes Enzym handelt (Akashi er al. 1999, Steele et al.
1999). Die Uberpriifung der Aktivitit (Abb. 22) zeigt, dass sowohl der 16sliche Extrakt als
auch die Mikrosomen NAR zum Genistein umwandelten (Abb. 22, Bahn 1/2 und 3/4). Zum
Vergleich wurde wieder ein Enzymtest nur mit rekombinater IFS durchgefiihrt. Das Ergebnis
entsprach den Erwartungen insoweit, dass dann wieder nur das Zwischenprodukt
(2-Hydroxyisoflavanon?) entstand (Bahn 5/6). Die Herstellung des Doppelkonstruktes war

also erfolgreich.
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Abb. 22: Umsetzung von “C-NAR mit

2-Hydroxy- rekombinanter IFS1 und HIDH aus
isoflavanon? loslichem Extrakt (Bahn 1/2), IFS1 und
NAR . HIDH aus Mikrosomenfraktion (Bahn 3/4)

oder nur IFS1 aus loslichem Extrakt
Genistein ~ — (Bahn 5/6) in Gegenwart von NADPH. Die

Inkubationen wurden auf Zellulosplatten
in 30%-iger Essigsiure aufgetrennt und
im BioImager analysiert.

2.2 Biotransformationsexperimente

Um moglicherweise grolere Ausbeuten an Isoflavonen erzielen zu konnen, wurden
Biotransformationsversuche mit dem Doppelkonstrukt IFS1/HIDH durchgefiihrt. Dazu
wurden Kulturen des Konstruktes (IV.2.1) mit YPGE-Medium und Sc-U-His-Medium
angelegt. Zu 50 mL induzierter Kultur wurden 20 mg NAR gegeben und fiir mehrere Tage
inkubiert. Uberraschenderweise war selbst nach fiinf Tagen keine Umsetzung zum Genistein
erkennbar. Nach der erfolgreichen Expression in den vorangegangen Experimenten kann
ausgeschlossen werden, dass die beiden Enzyme nicht exprimiert waren. Neben der
Biotransformation im YPGE-Vollmedium, wurde auch die Transformation im
Mangelmedium versucht. Damit wird vermieden, dass ein Konstrukt wieder aus den Zellen
ausgeschleust werden kann, bzw. konnen diese Zellen dann nicht oder nur sehr schlecht
wachsen. Akashi ef al. (1999) haben beschrieben, dass bei Umsetzungen mit der IFS die
Zugabe von Sdure die Produktausbeute, im beschriebenen Fall ausgehend vom Liquiritigenin
zu Daidzein, deutlich erhoht. Dies beruht auf der Wasserabspaltung unter Siurekatalyse. Den
extrahierten Biotransformationsproben wurde deshalb HCI zugesetzt und unter diesen
Bedingungen war das Produkt Genistein nachweisbar (Abb. 23, bestitigt durch Co-

Chromatographie mit authentischen Referenzen, nicht dargestellt).
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1 2

Abb. 23: Biotransformation von (2S)-Naringenin in IFS und
HID transformierten Hefekulturen nach Extraktion mit
Ethylacetat (Bahn 2) und anschlieBender Siurezugabe
(Bahn 1). Die Extraktionen wurden auf Zelluloseplatten
aufgetragen und in 30%-iger Essigsiure aufgetrennt. Die
Auswertung erfolgte unter UV-Licht.

NAR —

Genistein —

T

Startlinie

So ist festzustellen, dass die Herstellung eines Doppelkonstruktes IFS1/HIDH fiir praparative
Zwecke ungeeignet zu sein scheint. In Biotransformationen konnte nur durch anschliefende
Sédurezugabe das entsprechende Produkt detektiert werden.

Allerdings konnen aus dem Hefestamm, der beide Proteine exprimiert, IFS1 und HIDH
gemeinsam gewonnen und anschlieBend fiir Enzymtests verwendet werden, was z.B. fiir die
Synthese von C-Isoflavanonen gut geeignet wire. Ausgehend von diesem Doppelkonstrukt
konnten so weitere Konstrukte erstellt werden. Beispielsweise konnte die D7OMT zusitzlich
auf einem dritten Plasmid mit einer anderen Auxotrophie in das Doppelkonstrukt gebracht
werden und so z.B. ausgehend vom Liquiritigenin tiber das Zwischenprodukt Daidzein das
pharmazeutisch interessante Isoformononetin hergestellt werden.

Neben den hier beschriecbenen Methoden in Hefesystemen wurde in verschiedenen
Arbeitsgruppen auch versucht, die Isoflavone in Pflanzen anzureichern. So wurde die IFS der
Sojabohne schon in vielen Nicht-Leguminosen so z.B. in der Ackerschmalwand (Arabidopsis
thaliana L., Brassicaceae), Mais (Zea mays L, Poaceae), Reis (Oryza sativa L., Poaceae) oder
auch Tabak (Nicotiana tabacum L, Solanaceae) exprimiert, und war dort auch in der Lage
zusammen mit endogenen Proteinen nicht nur Genistein sondern auch modifizierte Produkte,
wie z.B. Genistin und/oder auch 6""-Malonylgenistin zu produzieren (Jung et al. 2000, 2003,
Sreevidya et al. 2006). Kirzlich konnten Shih et al. (2008) Genistein auch durch
Uberexpression der IFS in transgenen Tomaten gewinnen. Die Autoren iiberexprimierten nur
die IFS ohne zusitzlich die HID zu exprimieren. Die Wasserabspaltung zur Bildung der
Isoflavone kann aber, neben der katalysierten Reaktion, auch spontan erfolgen (Akashi et al.

2005, Davies und Schwinn 2006), was dann die beschriebene Produktbildung erklért.
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So sollte fiir weitere Versuche zur Gewinnung von Isoflavonoiden auch in Betracht gezogen
werden, diese prédparativ aus Pflanzen zu gewinnen. Allerdings sollte dabei bedacht werden,

dass hier sicherlich mehr Nebenprodukte zu erwarten sind als im Hefesystem.

IV.3 Herstellung von radioaktiv-markierten Flavonoiden

Radioaktiv-markierte Flavonoide (Naringenin, Dihydrokdmpferol, Dihydroquercetin,
Eriodictyol, Kdmpferol und Luteolin) kdnnen aus 2—[14C]Malonyl—C0A und Cumaroyl-CoA
hergestellt werden. Inkubationsbedingungen fiir die dazu notwendigen Enzyme sind jeweils in
der Literatur beschrieben. Fiir gemischte Inkubation mit mehreren Enzymen (CHS, FNS 1,
FHT und F3°H) miissten allerdings die pH- und Temperaturbedingungen neu festgelegt
werden. Die Bestimmung des pH-Optimums wurde jeweils mit den hédufig verwendeten
Tris/HCI und KPi- Puffern und mit Britton-Robinson-Puffer I (II1.2.7) zur Abdeckung eines
groeren pH-Bereiches durchgefiihrt. Die Auswertung fiir die CHS erfolgte im
Scintillationszihler, fiir alle anderen Enzyme nach DC und Autoradiographie. Zugabe der
jeweiligen Cofaktoren und allgemeine Inkubationsbedingungen wurden, wie in Kapitel III

beschrieben, gehandhabt. Fiir alle Tests wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

3.1 Inkubation mit Chalkonsynthase

Fiir die Umsetzung mit CHS erscheint der Britton-Robinson-Puffer am besten geeignet und
erreichte zwel Maxima bei pH 6,0 bzw. pH 8-9. Bei Ermittlung des Temperaturoptimums
zeigte sich die CHS bei Temperaturen von 37 °C bis zur hochsten getesteten Temperatur von
60 °C als relativ stabil (nicht dargestellt).

Die Temperaturangaben in der Literatur variieren zwischen 30 °C (Kumar und Ellis 2003)
und 37 °C (Fliegmann et al. 1992). Auch die verwendeten Puffer waren verschieden. So kam
entweder Kpi (pH 8,0 bzw. 7,0, Schroeder et al. 1979, Spribille und Forkmann 1982) oder
HEPES-Puffer zum FEinsatz (50 mM, pH 7,5, Kumar und Ellis 2003). Bei Fliegmann et al.
(1992) wurde die Aktivitit ebenfalls in 50 mM HEPES-KOH-Puffer (pH 7,0) gestartet, dem
zusitzlich 1 mM EDTA zugesetzt wurde. Nach 10 - 20 min Inkubation fiigten sie der
Reaktion Tris/HCI- oder HEPES-KOH-Puffer (pH 8,0) zu, um die Chalkone in die Flavanone
zur besseren Detektierbarkeit zu iiberfithren. Die Ergebnisse wurden bei dieser Autorengruppe
per DC ausgewertet, da sie parallel zur CHS auch die Aktivitiit einer Stilbensynthase (STS)
testeten. Die entstandenen Flavonoide konnten so besser von den Stilbenen unterschieden
werden, als es auf der Stufe der Chalkone moglich gewesen wire. Auf Zugabe eines zweiten

Puffers zum Reaktionsansatz wurde in den hier beschriebenen Versuchen verzichtet, die
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Reaktion wurde pro Ansatz nur in einem Puffer durchgefiihrt. Nach eigenen Untersuchungen
scheint der von Fliegmann et al. (1992) gewihlte Anfangs-pH-Wert von 7,0 als nur bedingt
geeignet, wobei aber in dieser Versuchsreihe kein HEPES-Puffer verwendet wurde.
AuBerdem ist anzumerken, dass es sich bei Bestimmung der Optimalbedingungen fiir pH und
Temperatur nur um Richtwerte handelt, da aufgrund mangelnder markierter Substrate auf
eine Bestimmung im Séttigungsbereich verzichtet werden musste. Dennoch waren Tendenzen
erkennbar, so dass weitere CHS-Tests bei einem pH-Wert von 8-9 und einer

Inkubationstemperatur von 37 °C durchgefiihrt wurden.

3.2 Inkubation mit Flavonoid 3°-Hydroxylase

Verschiedene mit F3°H transformierte Hefestimme standen zur Verfiigung. Dabei stammten
die F3"Hn aus folgenden Pflanzen: Osteospermum L. (Kapkorbchen, Asteraceae) Klon 1 und
Klon 11, Gerbera L. (Asteraceae) Klon 1, 8 und 9, Echinops bannaticus Rochel ex Schrader
(Kugeldistel, Asteraceae) Klon 1 und Klon 6 und ein Klon von Centaurea L. (Flockenblume,
Asteraceae) Samtliche Klone wurden von Dr. Christian Seitz, Lehrstuhl fiir Zierpflanzenbau,
Technische Universitit Miinchen, zur Verfiigung gestellt (Seitz et al. 2006). Zur Auswahl des
aktivsten Klons wurde die jeweilige Mikrosomenfraktion des rekombinaten Enzyms (150 pg)
auf ihre F3'H Aktivitdt tiberpriift. Die Auswertung am Phosphorimager zeigte die hochste
Aktivitit fiir die beiden Echinops-Klone und den Osteospermum Klon 11 (nicht dargestellt).
Fiir weitere Analysen wurde somit der Echinops Klon Nr. 1 verwendet.

Samtliche F3"Hn zeigten bei pH 7,0 in allen Puffern die besten Umsétze, wobei in Britton-
Robinson-Puffer der hochste Wert erzielt wurde. Von 20-30 °C énderte sich die F3'H
Aktivitdt kaum, dagegen fiel sie ab 30 °C deutlich ab, weshalb eine hohere Temperatur
vermieden werden sollte.

Stotz et al. (1985) inkubierten die F3°H aus Petunia hybrida bei 30 °C und in KP1 (pH 7.5),
was den hier ermittelten Optimalwerten entspricht, wobei aber auch hier, wie schon bei der
CHS auf eine genaue Bestimmung der Optima, aufgrund des Mangels an markiertem

Substrat, verzichtet werden musste.

3.3 Inkubation mit Flavanon 3f-Hydroxylase

Die Aktivitit der FHT zeigte sich unter den gegebenen Bedingungen bei einem pH-Wert von
6,0 bis 11,0 bei allen gemessenen Puffern als relativ stabil. Das Temperaturoptimum der FHT
lag bei ca. 45-50 °C, wobei auch bei niedrigeren Temperaturen kein wesentlicher

Aktivitdtsverlust feststellbar war (nicht dargestellt).
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Die Bestimmung der FHT-Aktivitét aus Petunia hybrida wurde in der Literatur bei 37 °C und
einem pH-Wert von 8,5 (Britsch und Grisebach 1986, Lukacin und Britsch 1997), aus
Petersilie dagegen in KPi-Puffer (pH 6,0) bei 30 °C (Gebhardt 2007) durchgefiihrt. In den
eigenen Versuchen erwies sich die die Wahl des Puffers als relativ irrelevant. Auch scheint es
keine besonders geeignete Temperatur fiir die FHT-Aktivitdt zu geben, wobei auch hier
wieder aufgrund des Mangels an markiertem Substrat auf genaue Bestimmung der Optima

verzichtet werden musste. Die Ergebnisse wurden als Richtwerte verwendet.

3.4 Inkubation mit Flavonsynthase I

Die FNS I-Aktivitit erreichte ein deutliches Optimum bei pH 6,5. Die grofte Aktivitidt konnte
dabei in Tris/HCIl-Puffer erzielt werden. Der grofite Umsatz der FNS I wurde bei 45 °C
gemessen, wohingegen schon bei 50 °C nahezu kein Produkt mehr detektiert werden konnte
(nicht dargestellt).

Die Temperaturangaben zur Messung der FNS I-Aktivitét sind nicht einheitlich. So inkubierte
Gebhardt (2007) bei einer Temperatur von 30 °C, andere Autoren (Britsch, 1990, Martens et
al. 2001) bei 37 °C. Auch die pH-Bedingungen variierten. So kamen entweder KPi- (6,0),
Tris/HCI (8,0) oder Natriumglycinat-Puffer (8,0) zum Einsatz. Dabei ist aber zu beachten,
dass es sich bei Britsch (1990) um aus Pflanzenmaterial gereinigtes Protein, bei Gebhardt
(2007) teilweise um in E. coli exprimiertes und iiber His-tag gereinigtes Protein handelt. In
dieser Arbeit wurden dagegen rekombinante Rohfraktionen aus Hefe gemessen, was eine

Erklédrung fiir die gefundenen Unterschiede liefern konnte.

3.5 Herstellung von Luteolin

Auf Basis der Ergebnisse zu den einzelnen Enzymen sollte nun eine mehrstufige Inkubation,
durch schrittweise Zugabe der Enzyme, durchgefiihrt werden Fiir die Gewinnung von
Luteolin aus 4-Cumaroyl-CoA und 2-[14C]Malony1-C0A waren CHS/CHI, FNS I und F3'H in
der genannten Reihenfolge erforderlich, wobei die Reihenfolge der Zugabe von FNS I und
F3°’H gewechselt werden konnte. Die Zugabe von CHI sollte die ausschlieBliche Bildung des
2S-Flavanon sicherstellen, welches von den nachfolgenden Enzymen den 2R-Verbindungen
vorgezogen wird. FNS I setzt dann NAR zu Apigenin um, das von der F3"H metabolisiert
werden kann. Ebenso kann die FNS I Eriodictyol umwandeln, falls dieses zunichst von der

F3°H aus NAR gebildet wird (Winkel-Shirley 2001, Gebhardt 2007).
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NAR
Apigenin

ERI Abb. 24: Nachweis der Produkte aus einer
Inkubation von [2-1"C]Malonyl-C0A und

Luteolin 4-Cumaroyl-CoA mit CHS/CHI (Bahn 1/2) die
schrittweise erweitert wurde durch Zugabe von
FNS I (Bahn 3/4) und anschlieBend F3°'H (Bahn
5/6). Die Auftrennung erfolgte auf Zellulose-
platten in CAW.

o2 o3 b 8.6

Es wurden sechs identische Tests mit [2-14C]Malony1-C0A und Cumaroyl-CoA angesetzt.
Gestartet wurde durch Zugabe von CHS und CHI bei 37 °C. Nach 30 min wurden Ansatz 1
und 2 abgestoppt und zu den anderen FNS I zugegeben. Nach weiteren 30 min wurde auch
Ansatz 3 und 4 abgestoppt und zu Ansatz 5 und 6, nach Abkiihlen auf 30 °C, F3"H zugefiigt.
Auch diese beiden Ansitze wurden nach einer finalen Inkubation (30 min) abgestoppt und die
jeweiligen Ansidtze auf DC-Celluloseplatten in CAW aufgetrennt (Abb. 24). Nach Zugabe
aller Enzyme war Luteolin als Hauptprodukt detektierbar, wohingegen NAR verbraucht und
ERI schwach detektierbar waren. In Ansatz 3 und 4 sind 93 % Apigenin, in 5 und 6 im
Durchschnitt 94 % Luteolin und 3 % ERI entstanden.

Apigenin war nur noch in Spur 5 nachweisbar, trotz Zugabe gleicher Enzymmengen.
Moglicherweise variierten die Enzymmengen in 5 und 6 geringfiigig, so dass in Ansatz 6

Apigenin komplett umgesetzt werden konnte.
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3.6 Priparative Herstellung von markiertem Naringenin, Dihydrokimpferol,
Dihydroquercetin, Eriodictyol und Kiampferol

3.6.1 Naringenin

; (295)- [4a,6,8- 14C]Nalringenin wurde in multiplen Ansétzen aus [2—14C]Malonyl—
NAR ¥ oA und Cumaroyl-CoA hergestellt (IIL.11.1.1). Dabei wurden 3,24 uCi NAR
(spezifische Radioaktivitit 99 uCi/umol) gewonnen, was einer Umsatzrate von
ca. 35 % entspricht. Mit dem hier verwendeten [14C]2—Malonyl—C0A konnen im
Vergleich zu Chargen anderer Firmen geringere Umsatzraten erzielt werden (Dr.
Stefan Martens, personliche Mitteilung). Der giinstigere Preis macht aber, trotz

der niedrigeren Ausbeute, die Verwendung dieses [14C]2-Malonyl-CoA rentabel.

Abb. 25: Priparative Herstellung von markiertem Naringenin, die Auftrennung erfolgte auf
Zelluloseplatten in CAW.

Zur Uberpriifung der Reinheit des entstandenen NAR wurde dies auf Zelluloseplatten
aufgetragen und in CAW aufgetrennt (Abb. 25). Nach Auswertung im Phospoimager waren

keinerlei Nebenprodukte detektierbar.

3.6.2 Dihydrokéampferol

(28)- [4a,6,8- "*C]Dihydrokimpferol wurde aus 400 pL [2-'*C]Malonyl-
CoA und Cumaroyl-CoA durch schrittweise Zugabe der Enzyme CHS/CHI

NAR

DHK m und FHT hergestellt (III.11.1.4). Die Auftrennung erfolgte auf
Zelluloseplatten in CAW (Abb. 26). Dabei zeigte sich, dass DHK zu 90 %
Reinheit synthetisiert wurde. Durch Cochromatographie mit authentischen
Standards konnte die Nebenbande als NAR identifiziert werden (nicht

dargestellt).

Abb. 26: Priaparative Herstellung von markiertem Dihydrokampferol, die Auftrennung erfolgte
auf Zelluloseplatten in CAW.

Mit diesem Ansatz konnten 0,46 puCi DHK (spezifische Radioaktivitit 99 uCi/umol)

hergestellt werden.
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3.6.3 Kiampferol

. Die Enzyme CHS/CHI, FHT, FLS1 wurden der Inkubation, die

[2—14C]Malonyl—C0A und Cumaroyl-CoA enthielt schrittweise
NAR | %

DHK

zugesetzt (II1.11.1.5), anschlieBend der Gesamtansatz extrahiert
Ql und durch DC auf Zellulose in CAW aufgetrennt (Abb. 27).
Dabei konnte ca. 14 uCi (25)- [4a,6,8- *C]Kimpferol mit einer

Kéampferol

spezifischen Radioaktivitdt von 99 pCi/umol gewonnen werden.

Abb. 27: Priaparative Herstellung von markiertem Kéimpferol, die Auftrennung erfolgte auf
Zelluloseplatten in CAW.

Neben dem Hauptprodukt Kédmpferol (64 %) waren zusitzlich Nebenbanden detektierbar, die
durch Cochromatographie mit authentischen Standards als DHK (12 %) und NAR (24 %)

identifiziert werden konnten (nicht dargestellt).

3.6.4 Eriodictyol

(28)- [4a,6,8- "“C)Eriodictyol wurde aus [2-'*C]Malonyl-CoA und
Kaffeoyl-CoA mit der Enzymkombination CHS/CHI (III.11.1.2)

ERI e o synthetisiert. Aus 400 pL [2-"*C]Malonyl-CoA-Mix konnten so ca. 0,79

uCi ERI (spezifische Radioaktivitit 99 uCi/umol) hergestellt werden,
DHQ - was einer Umsatzrate von ca. 30 % entspricht (Abb. 28, Spur 1).

Abb. 28: Priparative Herstellung von markiertem Eriodictyol (Bahn 1) und Dihydroquercetin
(Bahn 2), die Auftrennung erfolgte auf Zelluloseplatten in CAW.

Ein Nachteil der direkten Synthese von ERI ist, dass die Effizienz der CHS fiir Kaffeoyl-CoA
im Vergleich zu 4-Cumaryl-CoA schlechter ist. Die hier verwendete CHS aus P. sylvestris ist
zwar in der Lage Kaffeoyl-CoA und auch Feruoyl-CoA als Substrat in vitro zu nutzen, das

hauptsichliche physiologische Substrat stellt aber 4-Cumaroyl-CoA dar (Forkmann 1991).
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Die Synthese von ERI ist auch mit Hilfe der F3"H in zwei Schritten moglich, wurde aber nicht

genutzt, sondern die Herstellung in einem Schritt mit einer Umsatzrate von 30 % bevorzugt.

3.6.5 Dihydroquercetin

(25)- [44a,6,8- 14C]Dihydroquercetin wurde, aus Kaffeoyl-CoA und 400 pL [2-14C]Malony1-
CoA hergestellt (III1.11.1.3), wobei die Enzyme CHS/CHI und FHT schrittweise zugesetzt
wurden. Die Auftrennung erfolgte auf Zelluloseplatten in CAW. Die Auswertung am
Phosphoimager (Abb. 28, Spur 2) zeigte noch Reste des Zwischenprodukts, was durch
Cochromatographie mit authentischen Standards als ERI (40 %) identifiziert werden konnte
(nicht dargestellt). Die Ausbeute wurde mittels Scintillationszédhler als ca.1,7 Mio. dpm
bestimmt, sodass reines DHQ ca. 0,46 pCi (spezifische Radioaktivitit 99 pCi/pmol)

entspricht.

Die enzymatisch gewonnenen Dihydroflavonole (DHK und DHQ) konnten mit etwa 90 %
bzw. 60 % Reinheit extrahiert werden. Mittels HSCCC sollte es auch moglich sein, diese bis
zur Homogenitidt zu reinigen. Entsprechende Protokolle fiir unmarkierte Flavonoide sind
etabliert. Fiir die Synthese der Anthocyanidine, die auch chemisch hergestellt werden kénnen
(Kraus 2006), miissten ausgehend von diesen Substraten dann noch enzymatische Reaktionen
mit DFR und ANS durchgefiihrt werden, die heterolog verfiigbar und gut exprimierbar sind.
Dass kombinierte Enzymtests moglich sind, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden. Luteolin
wurde bereits in einer Reinheit von 94 % durch Kombination von drei Enzymen aus [2-14C]-
Malonyl-CoA und Cumaroyl-CoA hergestellt, ebenso wie Kdmpferol mit einer Reinheit von

64 %.

1V.4 Biotransformationen mit der FNS I in Sacharomyces cerevisiae

Die Bickerhefe S. cerevisiae katabolisiert Flavonoide nicht oder kaum und verfiigt im
Gegensatz zu Bakterien iiber membrangebundene CYP450/P450-Reduktase. Damit scheint
sie geeignet zu sein fiir die Expression mehrerer sequentieller Enzyme der Flavonoid-
Biosynthese (Akashi et al. 1999, Katsuyama et al. 2007). Die Biotransformation mit Hefe
basiert auf der Pridmisse, dass exogen zugefiihrte Flavonoid-Substrate von den Zellen
aufgenommen und durch rekombinant exprimierte Enzyme umgesetzt werden.

Das Produkt muss nur noch aus der Zellsuspension extrahiert werden. Zur Priifung der
Bedingungen fiir die Biotransformation wurde hier die FNS I aus Petersilie verwendet, die

von Martens et al. (2001) in den pYES2-Vektor kloniert und in S. cerevisiae erfolgreich
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exprimiert worden war. Bei der FNS I handelt es sich um eine 2-ODD, die auch in Bakterien
exprimierbar ist. Die Ergebnisse sollten aber auch relevant sein fiir CytP450- und andere
Enzyme.

Fir die Auswertungen aller Biotransformationsexperimente wurden, falls nicht anders
beschrieben, jeweils Aliquots der Zellsuspensionen entnommen und diese mit Ethylacetat

extrahiert.

4.1 Wachstum FNS I-transformierter Hefezellen

Zu Beginn wurde eine Wachstumskurve der FNS I exprimierenden S. cerevisiae-Zellen bis zu
48 Stunden nach Induktion (Abb. 29) aufgenommen. Hefekulturen wurden bei einer ODgg
von 0,9 aufgeteilt, ein Teil wurde mit Galaktose induziert, einem zweiten zusitzlich
NAR/DMSO zugegeben und eine dritte Kultur nach Induktion nur mit DMSO versetzt.
Zusitzlich wurde auch das Wachstum von nicht induzierten Zellen analysiert. So wurde ein

Kolben nur mit Glucose inkubiert und ein weiterer mit Glucose und NAR/DMSO.

ODG()O
1,6 4

1,4 4
1,24

1

08 1
06 1
04 |
024
0 ‘
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
[hi
—e— CGlucose GUNAR ——Cad —— Ga/NAR Gal/DVBO

Abb. 29: Wachstum FNS I -transformierter INVSc Zellen. Die Zellen wurden mit Glucose
kultiviert (Kontrolle) oder mit Glucose/Naringenin ( ), Galaktose (™), Galaktose/
Naringenin (%) und Galaktose/DMSO ( ) induziert.

Nach 24 h Inkubation war die stationire Phase erreicht. Bei 1:10 Verdiinnungen zeigten die
Zellsuspensionen, mit Ausnahme der mit Glucose/NAR/DMSO versetzten Kultur, eine ODg
von 1,2 bis 1,4 was Zellzahlen von 27 x 107 Zellen/mL bis 38 x 10’ Zellen/mL entspricht.
Erstaunlicherweise lagen die Werte fiir Galaktose/Naringenin, nicht hinter den anderen
zuriick, obwohl die Zellen durch Expression heterologen Proteins erhdhten Energieaufwand

haben sollten.
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4.2 Substratspezifitit der FNS I-transformierten Hefezellen
Die Biotransformation verschiedener Flavanone durch die FNS I-transformierte Hefe wurde

gemessen. Neben NAR standen Pentahydroxyflavanon, Hesperetin, Eriodictyol,

Homoeriodictyol, Flavanon, Pinocembrin, Liquiritigenin, Pinocembrin-7-methylether,

2’-Hydroxyflavanon,  4°-Hydroxyflavanon, 5-Methoxyflavanon, = 6-Methoxyflavanon,

6-Hydroxyflavanon und 7-Hydroxyflavanon zur Verfiigung (Abb. 30).

FNS1I
R,
R, o Flavanon

Flavanon Produkt (Flavon) R, R, Rg R,
Naringenin (NAR) Apigenin (Ap) OH H H H
Pentahydroxyflavanon Tricetin OH H OH H
Hesperetin Diosmetin OH H OH H OCH; |OH H
Eriodictyol (ERI) Luteolin OH H OH H OH OH H
Homoeriodictyol Chrysoeriol OH H OH H OH OCH; |H
Flavanon Flavon H H H H H H H
Pinocembrin Chrysin OH H OH H H H H
Liquiritigenin 7,4"-Dihydroxyflavon OH H H H OH H H
Pinocembrin-7-methylether | Chrysin-7-methylether OCH; |H OH H H H H
2’-Hydroxyflavanon 2’-Hydroxyflavon H H H H H H OH
4’-Hydroxyflavanon 4’-Hydroxyflavon H H H H OH H H
5-Methoxyflavanon 5-Methoxyflavon H H OCH; |H H H H
6-Methoxyflavanon 6-Methoxyflavon H OCH; |H H H H H
6-Hydroxyflavanon 6-Hydroxyflavon H OH H H H H H
7-Hydroxyflavanon 7-Hydroxyflavon OH H H H H H H

Abb. 30: Flavanone, die als Substrate fiir die Biotransformation in FNS I-Transformanten
angeboten wurden. Substrate, die umgesetzt werden konnten, und entsprechende Produkte sind
fett gedruckt.

Nach Extraktion der Flavonoide aus der Kulturbrithe mit Ethylacetat wurden die Produkte

mittels DC und HPLC analysiert. Umgesetzt wurden: NAR, Hesperetin, ERI,
Homoeriodictyol, Pinocembrin und Liquiritigenin (Abb. 30 fett gedruckt)

Offensichtlich miissen die Flavanon-Substrate der FNS I in 5- und 4’-Position hydroxyliert
sein, da weder 7-Hydroxyflavanon noch Pinocembrin-7-methylether, 2°- und 4'-
Hydroxyflavanon oder 6-Hydroxyflavanon akzeptiert wurden. Andererseits stort die

Dreifachhydoxylierung des B-Ringes wie in Pentahydroxyflavanon.

79




IV. Ergebnisse und Diskussion

Britsch (1990) testete gereinigte FNS I aus Pflanzen mit verschiedenen Substraten und
konnte fiir (25)-NAR und ERI Umsitze nachweisen, aber weder fiir DHK, (2R)-NAR oder
Pentahydroxyflavanon.

Auf den Test von Dihydroflavonolen wurde in dieser Arbeit verzichtet, auch wurden keine
reinen (2R)-Verbindungen getestet, die in der Natur keine Rolle spielen.

Zusitzlich wurde aber Naringenin-7-O-glucosid als vermeintliche Negativkontrolle getestet,

worauf spiter (IV.1) noch ausfiihrlich eingegangen wird.

4.3 Verschiedene Losungsmitteleffekte

StandardmiBig wurde das Substrat fiir die Biotransformation in DMSO gel6st zugegeben.
Hier sollte nun untersucht werden, ob mit anderen Losungsmitteln hohere Produktausbeuten
erreicht werden konnen.

Dazu wurde zunichst das kleinstmdgliche Volumen ermittelt, in dem sich 10 mg NAR noch
I6sen (Tab. 2). Die Volumina variierten erheblich, da nur 0,2 mL DMSO oder Aceton
ausreichten, wohingegen 0,3 mL Ethanol bzw. 80 % wissr. Ethanol oder 0,4 mL Methanol
und 50 % wissr. Aceton sowie 0,5 mL Ethylacetat erforderlich waren. Wenig bis gar nicht
geeignet sind dagegen Chloroform (6 mL), Triton X-100 (6 mL), 0,5 % Tween-20 (>11 mL),
25 % wissr. Ethanol (14 mL) und Wasser (25 mL).

Tab. 2: Loslichkeit von 10 mg Naringenin.

Losungsmittel Volumen Endkonzentration
(mL) im 50 ml Ansatz

(%)

DMSO 0,2 0,4
Ethylacetat 0,5 1
Wasser 25 50

reines Triton X 100 6 12

0,5 % Tween-20 >11 >22
n-Butanol 1 2
Chloroform 6 12
Aceton 100% 0,2 0,4
wissriges Aceton 50 % 0,5 1
Methanol 100 % 0,4 0,8
wissriges Methanol 50 % 0,9 1,8
Ethanol 100 % 0,3 0,6
wissriges Ethanol 80 % 0,3 0,6
wissriges Ethanol 70 % 0,5 1
wissriges Ethanol 50 % 3 6
wissriges Ethanol 25 % 14 28
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Naringenin (10 mg) wurde entsprechend im kleinstmoglichen Volumen des jeweiligen
Losungsmittels aufgenommen und zur Biotransformation eingesetzt. Nach 17 h wurden
jeweils Proben der Kulturen entnommen, mit Ethylacetat extrahiert und analysiert (Abb. 31).
Einem Ansatz wurde NAR ,,pur®, ungelost zugegeben. Es zeigte sich, dass die Zellen durch
die Zugabe von n-Butanol und Chloroform nicht mehr in der Lage waren zu wachsen und das
angebotene Substrat umzusetzen. Bei Zugabe des Substrats in Ethanol, 70 % wissr. Ethanol,
Ethylacetat und Aceton konnte die Ausbeute gegeniiber der Losung in DMSO (Kontrolle)
etwa verdoppelt werden. Das Wachstum der Hefezellen variierte um den Faktor 0,8 bis 1,2

was Zellzahlen von ca. 14 bis ca. 26 x 10’ Zellen/mL entspricht.

Rel. Umsatz (%) ODgoo
250 ~ _

150 4

100 4

01 i
<T©O d & c;\o‘?“é\d\ t‘éj;\(?‘éf Q’Q;dé 4 éje:\o"\*’@ 4 (‘/@o— rel. Umsatz (%)

—e—0OD (1:10)

Abb. 31: Biotransformation von (25)-Naringenin in FNS I transformierten Hefekulturen. Das
Wachstum der Zellen (—®—) wurde nach 1:10 Verdiinnung der Kulturen als ODgy verfolgt.
Der relative Umsatz von Naringenin (Balkendiagramm, n=6), gelost in verschiedenen
Losungsmitteln, bezieht sich auf die Losung in DMSO (100 %).

Da durch die Zugabe von Ethylacetat und Aceton relativ gute Umsitze erzielt werden
konnten, wurden den Biotransformationen nach Induktion verschiedene Konzentrationen von
diesen Losungsmitteln zugesetzt (jeweils 1-5 %). Zusitzlich wurde als Kontrolle in
gesonderten Ansétzen 1-5 % DMSO zugegeben.

Auch der Einfluss von Ethanol auf den Umsatz wurde analysiert. Da YPGE-Medium bereits
Ethanol enthilt (3 %), wurden die Zellen in YPG-Medium (ohne Ethanol) angezogen und
nach Induktion und Substratzugabe mit 1-7 % Ethanol versetzt.

Die DMSO-Konzentration bis 5 % scheint geringen Einfluss auf den Umsatz zu haben (Abb.
32 A), ebenso dndert sich das Wachstum der Zellen kaum, entspricht Zellzahlen von 10 x
1077 Zellen/mL-12 x 107 Zellen/mL. Nach Zugabe von NAR in 1-4 % Aceton werden
relative Umsitze von 160 % (4 % Aceton) und 180 % (1 % Aceton) gemessen, bezogen auf
den Umsatz nach Zugabe von NAR in 2 % DMSO (Standard, 100 %). Bei Zugabe von 5 %
Aceton fiel die Ausbeute dagegen um ca. die Hilfte. Interessanterweise liegen die Umsitze

relativ hoch im Vergleich zum verminderten Wachstum. Schon bei Zugabe von 2 % Aceton
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war die Zelldichte (9,7 x 1077 Zellen/mL) deutlich niedriger als bei einem Gehalt von 1 %
(15,2 x 10~7 Zellen/mL) und sank mit weiterer Zugabe weiter ab (3,6 x 1077 Zellen/mL bei
5 %). Zusitzlich wurde der Einfluss von Aceton auf das Wachstum der induzierten und nicht
induzierten Hefekulturen (ohne Substratzugabe) untersucht (nicht dargestellt). Dabei war
ebenfalls festzustellen, dass die Zelldichten ab einer Zugabe von 2 % Aceton geringer
wurden. So betrugen die Zellzahlen der nicht induzierten Kulturen 17 x 1077 Zellen/mL (0 %
und 1 % Aceton) bzw. 6 x 10"7 Zellen/mL (5 % Aceton), die der induzierten Kulturen 26-27
x 107 Zellen/mL (0 % und 1 % Aceton) und 4 x 107 Zellen/mL (5 % Aceton).

Ethylacetat scheint sehr toxisch fiir die Zellen zu sein, schon nach Zugabe von 2 %
Ethylacetat ldsst sich kein Umsatz mehr nachweisen. Die Zellzahlen liegen auch schon bei
einem Gehalt von 1 % Ethylacetat (3,3 x 1077 Zellen/mL) deutlich unter dem Normalwert
des Standardansatzes (2 % DMSO, 9,3 x 10"7 Zellen/mL).

Der Einfluss von Ethanol ist in Abb. 32 B dargestellt. 3 % Ethanol entspricht der Menge an
Ethanol, die im YPGE-Medium enthalten ist, weshalb dieser Wert gleich 100 gesetzt wurde.
Es zeigte sich, dass ein Gehalt von 4-6 % Ethanol sich positiv auf den relativen Umsatz
auswirkt. Der relative Umsatz bei einer Gesamtkonzentration von 7 % Ethanol liegt genau
bei 100 % der Nullkontrolle (3 % Ethanol). Die gemessenen Zellzahlen fallen dagegen schon
ab einem Ethanol-Gehalt von 4 % (Zellzahl: 22 x 107 Zellen/mL) Kkontinuierlich auf einen
Wert von 6,8 x 10"7 Zellen/mL (7 % Ethanol).
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Abb. 32: Biotransformation von (25)-Naringenin in FNS I transformierten Hefekulturen. Das
Substrat wurde DMSO, Ethylacetat oder Aceton gelost (1-5 % Losungsmittel im Ansatz, A). Der
Einfluss von Ethanol (0-7 %) wurde gesondert untersucht (B).Das Wachstum der Zellen (—¢—)
wurde nach 1:10 Verdiinnung der Kulturen als ODgy verfolgt. Der relative Umsatz von
Naringenin (Balkendiagramm, n=6), gelost in verschiedenen Losungsmitteln, bezieht sich auf die
Losung in 3 % DMSO (100 %, A) bzw. 3 % Ethanol (B).

4.4 Einfluss der Temperatur auf den Umsatz in Biotransformationen

Die Hefezellen wurden standardmifBig bei 30 °C (Invitrogen Manual) kultiviert. Eine
Veridnderung der Temperatur konnte aber Einfluss auf die Biotransformation haben. Deshalb
wurden induzierte Kulturen nach Zugabe von Naringenin gedrittelt und je eine dieser
Teilkulturen bei 25 °C, 30 °C oder 37 °C fiir 17 h inkubiert (Abb. 33). Erstaunlicherweise
konnte eine Inkubation bei 37 °C den Umsatz um das 3-fache steigern bei annihernd gleicher
ODgo bei 25 °C und 37 °C. Bei 25 °C lag die Ausbeute an Apigenin nur unwesentlich unter
dem Wert der Kontrolle.
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Abb. 33: Biotransformation von (2S)-Naringenin in FNS I transformierten Hefekulturen bei
verschiedenen Temperaturen (25 °C, 30 °C, 37 °C). Das Wachstum der Zellen (—®—) wurde
nach 1:10 Verdiinnung der Kulturen als ODgy verfolgt. Der relative Umsatz von Naringenin
(Balkendiagramm, n=6) bezieht sich auf die Inkubation bei 30 °C (100 %).

4.5 Cofaktoren

Da es sich bei der FNS I um eine 2-Oxoglutarat-abhingige Dioxygenase handelt, sollte nun
getestet werden, ob durch eine zusitzliche Zugabe der Cofaktoren Ascorbat, Eisen und
2-Oxoglutarat die Ausbeute gesteigert werden kann. Nach Induktion und Substratzugabe
wurde deshalb eine Hefekultur in fiinf gleiche Teile aufgeteilt, wobei einem Ansatz als
Nullwert keine, den anderen jeweils einer der Faktoren und einem Ansatz alle drei Cofaktoren
(Ascorbat 0,05 mM, Ammoniumeisen-II-sulfat 1 mM, 2-Oxoglutarat 2 mM) zugegeben
wurden (Abb. 34).
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Abb. 34: Biotransformation von (2S)-Naringenin in FNS I transformierten Hefekulturen nach
Zugabe der Cofaktoren Ascorbat (As), Eisen (Fe(Il)) und 2-Oxoglutarat (Oxo). Das Wachstum
der Zellen (—®—) wurde nach 1:10 Verdiinnung der Kulturen als ODg verfolgt. Der relative
Umsatz von Naringenin (Balkendiagramm, n=6) bezieht sich auf die Kontrolle (100 %).

Kontrolle
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Der Ansatz ohne Cofaktorenzugabe wurde gleich 100 % gesetzt. Eine Zugabe der einzelnen
Faktoren beeinflusste den Umsatz nur gering bis gar nicht, durch Zugabe aller Faktoren
konnte der Umsatz aber um ca. 40 % gesteigert werden. Dagegen war auch durch Zugabe
eines einzelnen Cofaktors die Wachstumsrate schon leicht erhoht. Die Zahlen des
Normalansatzes lagen bei 11,8 x 10"7 Zellen/mL, die nach Zugabe einzelner Cofaktoren im
Mittelwert bei ca. 15 x 1077 Zellen/mL und nach Zugabe aller drei Cofaktoren bei 16,7 x
1077 Zellen/mL.

4.6 pH-Wert

In dieser Versuchsreihe sollte festgestellt werden, ob sich der pH-Wert der Kultur nach
Zugabe des Substrates verdndert und ob sich Unterschiede zwischen induzierten und nicht
induzierten Kulturen feststellen lassen (Tab. 3). Dazu wurde einzelnen Subkulturen entweder
nur Glucose, Glucose und NAR in 1 mL DMSO gelost, nur Galaktose oder NAR gelost in
I mL DMSO, 1-5 % Aceton und 1 % Ethylacetat, zugegeben. Zusitzlich sollte ermittelt
werden, ob sich eine Exposition der Ansitze bei verschiedenen Temperaturen (25 °C, 30 °C,

37 °C) bemerkbar macht.

Tab. 3: pH-Wert induzierter FNS I-transformierter Hefekulturen.

Induktor Sofort nach Nach 17 h
Zugabe Inkubation

Glucose (Kontrolle) 5,79 6,2
Glucose/NAR in DMSO 5,81 6,06
Galactose (Kontrolle) 5,84 4,93
Galactose/NAR/DMSO 5,85 4,84
Galactose/NAR/1 % Aceton 5,85 4,93
Galactose/NAR/2 % Aceton 5,83 5,1
Galactose/NAR/3 % Aceton 5,94 5,27
Galactose/NAR/4 % Aceton 5,93 54
Galactose/NAR/S5 % Aceton 5,92 5,54
Galactose/NAR/1 % Ethylacetat 5,9 5,12
Galactose/NAR/DMSO 25 °C 5,88 5,15
Galactose/NAR/DMSO 37 °C 5,88 5,19

Der pH-Wert der Ausgangskultur lag bei 5,8. Diese Kultur wurde aufgeteilt, die Subkulturen
mit Galaktose als Induktor versetzt und eine der NAR-Substratlosungen jeweils einer Kultur
zugesetzt. Unmittelbar nach Zugabe wurden pH-Werte von 5,79 (Glucose-Kontrolle) bis 5,94
(NAR/3 % Aceton) gemessen. Nach Zugabe war festzustellen, dass in den nicht induzierten
Kulturen der pH-Wert ansteigt, in den induzierten dagegen der pH-Wert absinkt. Eine

Korrelation von Produktausbeute und pH-Wert lédsst sich nicht feststellen, so lagen die pH-
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Werte der Kulturen, die Naringenin gelost in 1-5 % Aceton enthielten, ungefihr gleich (Tab.
3), wohingegen der relative Umsatz bei einer Zugabe von 5 % Aceton deutlich niedriger war
(Abb. 32 A).

Unterschiede bei den Inkubationstemperaturen scheinen auch keinen Einfluss auf den pH-
Wert zu haben, die gemessenen Werte bei 25 °C (pH 5,15) und 37 °C (pH 5,19) waren nahezu

identisch.

4.7 Einfluss von Sauerstoff

Da es sich bei der FNS I um ein Sauerstoff-abhiingiges Enzym handelt, wurde in diesem
Versuch der Einfluss von Sauerstoff auf die relativen Umsidtze und zusitzlich auf das
Wachstum der Zellen untersucht. Dazu wurde eine Hefekultur nach Induktion und
Substratzugabe gedrittelt. Ein Drittel wurde 24 h geschlossen gehalten (Kolben mit Alufolie
verschlossen), das zweite 17 h bis 24 h nach erfolgter Induktion jeweils stiindlich unter
sterilen Bedingungen kurz gedffnet und der letzte Teil iiber die gesamte Inkubationsdauer
offen gehalten. Der Kontrollansatz (geschlossener Kolben) wurde gleich 100 % gesetzt. Es
zeigte sich, dass allein durch Luftzufuhr der relative Umsatz nahezu verdoppelt werden
konnte (Abb. 35). Die bestimmten Zellzahlen betrugen dabei ca. 50 x 1077 Zellen/mL fiir den
iber die gesamte Zeit offen gehaltenen Kolben und fiir ca. 42 x 10"7 Zellen/mL fiir den

stiindlich getffneten und geschlossenen Kolben.

Rel. Umsatz (%) ODyo0
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Abb. 35: Biotransformation von (25)-Naringenin in FNS I transformierten Hefekulturen nach
Zufuhr von Sauerstoff mit iiber die gesamte Inkubationsdauer geoffneten (1), stiindlich kurz
geoffneten (2) oder geschlossenem Kolben (3). Das Wachstum der Zellen (—®—) wurde nach
1:10 Verdiinnung der Kulturen als ODgy verfolgt. Der relative Umsatz von Naringenin
(Balkendiagramm, n=6) bezieht sich auf die Kontrolle (geschlossener Kolben, 100 %).

4.8 Lokalisierung von Substrat und Produkt
Mit diesem Experiment sollte festgestellt werden, ob das zugesetzte Substrat und die
entstehenden Produkte in Biotransformationen hauptsichlich in den Zellen zu finden sind,

oder in das Medium abgegeben werden.
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Fir die Bestimmung der Produktausbeute sind verschiedene Methoden in der Literatur
beschrieben. So werden teilweise die Uberstinde nach Zentrifugation direkt (Leonard et al.
(2007, 2008) oder nach anschlieBender Methanolzugabe (Jiang und Morgan 2004) analysiert.
Fiir die Bestimmung von Anthocyanidinen in E. coli-Biotransformationen wurde das Medium
auch angesiuert und nach Abtrennung der Zellen direkt untersucht. Zusitzlich wurden dann
die Zellen in angesiduertem Wasser aufgeschlossen (Yan et al. 2008).

Um storende Begleitstoffe aus dem Medium in der HPLC-Messung moglichst gering zu
halten, wurde in dieser Arbeit die Extraktion mit Ethylacetat bevorzugt. Dazu wurden
Aliquots einer induzierten Kultur der FNS I-transformierten Hefezellen 17 h nach Zusatz der
NAR-Substratlosung entweder direkt oder nach Abtrennung der Zellen durch Zentrifugation
extrahiert. Die abzentrifugierten Zellen wurden direkt bzw. nach Suspension oder nach
Aufbrechen (Glasperlen) extrahiert. Die Uberstinde (Medium) der Ansitze 1 bis 3 wurden
alle mit Ethylacetat extrahiert und anschlieBend analysiert. Ansatz 4 wurde direkt mit

Ethylacetat extrahiert, ohne dass eine Abtrennung der Zellen vom Medium erfolgte (Abb. 36).

mg/ 50 mL
Kultur
10
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Abb. 36: Lokalisierung von Substrat und Produkt nach Biotransformation von (25)-Naringenin
in FNS I transformierten Hefekulturen. Die Zellen wurden direkt (A 4) oder nach Abtrennung
durch Zentrifugation extrahiert. AnschlieBend wurden sie dann nach Suspension in Wasser
(A1), direkt (A2) oder nach Aufbrechen (A3) extrahiert.

Das Produkt der FNS I, Apigenin, akkumulierte hauptséichlich in den Zellen, wohingegen der
groffte Teil des Substrates NAR aus dem Kulturfiltrat extrahiert wurde. Nach
Glasperlenaufschluss lieB3 sich die grofite Menge an Produkt (Abb. 36, A3, 4,7 mg) isolieren,
die aber nur geringfiigig hoher war als nach Extraktion der kompletten Hefekultur (A4, 4,3
mg). Hier wird allerdings das Produkt nicht vom Substrat getrennt, wihrend die Abtrennung

der Hefezellen mit (eventuell) Glasperlenaufschluss in wissriger Suspension dieses Problem
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16st. Ein direktes AufschlieBen des abzentrifugierten Hefesediments mit Ethylacetat lieferte
dagegen nicht den gewiinschten Erfolg und fiihrte zur geringsten gemessenen Ausbeute der

Versuchsreihe(Abb. 36, A2).

4.9 Priparative Biotransformation von Naringenin in FNS I-transformierter Hefe
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Abb. 37: Priparative Biotransformation von (2S)-Naringenin in FNS 1 transformierten
Hefezellen mit einer Inkubationsdauer bis zu 5 Tagen (A, n=3). Das Wachstum der Zellen (B)
wurde nach 1:10 Verdiinnung der Kulturen als ODg, verfolgt mit Naringenin/DMSO (—¢—),
Naringenin/Aceton (%), Naringenin/DMSO bei 37 °C (—+—), Naringenin/Aceton bei 37 °C

() und als Kontrolle das Wachstum der induzierten Zellen bei 30 °C (") und 37 °C (——).

Aufgrund aller beschriebenen Ergebnisse wurden nun Biotransformationen in einem Volumen
von einem Liter mit jeweils 400 mg NAR als Substrat getestet. So wurden jeweils 4 Kulturen
ausgehend von einer ODgpy von 0,11 zu jeweils 1 L angesetzt und nach Induktion mit
folgenden Supplementen versetzt: als Standardansatz 1: NAR/DMSO, Ansatz 2:
NAR/Aceton, Ansatz 3 und 4 entsprachen 1 und 2, sie wurden aber nach Induktion bei 37 °C
inkubiert. Alle Ansitze wurden offen gehalten und fiir fiinf Tage inkubiert, ohne dann weitere

Niéhrlosungen zu zugeben. Nach jedem Inkubations-Tag wurden Proben entnommen.
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Erstaunlicherweise zeigt sich, dass nach fiinf Tagen die Ausbeute im Standardansatz am
grofften war (Abb. 37 A). Hier betrug die relative Umsatzrate 85 %. Erwartet wurde aufgrund
der zuvor beschriebenen Ergebnisse, dass die grofite Ausbeute in Ansatz Nr. 4: NAR/Aceton,
37 °C zu finden sein wiirde. Am zweiten Tag zeigte sich hier auch noch der hochste relative
Umsatz (50 %) im Vergleich zu den anderen. Der Wert blieb aber konstant und konnte nicht
mehr gesteigert werden. NAR/DMSO erreichte zu diesem Zeitpunkt nur relative Umsatzraten
von 25 %, steigerte sich dafiir aber bis zum Abschlusstag erheblich. Auch die
Produktausbeuten der anderen Ansidtze konnten iiber die lidngere Inkubationszeit erhoht
werden, blieben aber auch zum Abschluss hinter den Werten von Ansatz Nr. 1 zuriick. Diese
Ergebnisse konnen nur darauf zuriickgefiihrt werden, dass lingere Inkubation bei 37 °C die
Zellen doch zu stark beeintrachtigt, so dass kein Protein mehr synthetisiert werden kann oder
das gebildete Protein sich bei dieser erhohten Temperatur iiber lingeren Zeitraum als instabil
erweist. Auch ein Einfluss von Aceton scheint iiber einen ldngeren Zeitraum nicht forderlich
zu sein. Tag 1, 2 und 3 entsprachen noch den Erwartungen, hier waren die Produktausbeuten
bei NAR/Aceton auch noch am hochsten, wenn auch schon an Tag 3 sich die Werte fiir
NAR/DMSO zumindest dem Wert NAR/Aceton 30 °C annéherten. Das Wachstum der Zellen
wurde ebenfalls betrachtet und ist in Abb. 37 B dargestellt. Interessanterweise ist das
Wachstum der Zellkulturen sehr unterschiedlich, obwohl zu Beginn der Messreihe alle
Kulturen die gleiche Zelldichte aufwiesen. Zusitzlich zu den oben beschriebenen Ansitzen
wurden 2 weitere Ansitze mit inkubiert, die beide nur induziert, und bei 30 °C (Ansatz 5)
bzw. 37 °C (Ansatz 6) inkubiert wurden. Dabei zeigte sich, das bei allen 37 °C-Ansitzen, wie
erwartet, die Zelldichte hinter den 30 °C-Ansitzen zuriick blieb. So betrug die Anzahl der
Zellen am fiinften Tag bei 37 °C 3,6 x10"7/mL bzw. 6,7 x10"7/mL fiir NAR/DMSO und
NAR/Aceton, bei 30 °C dagegen fiir die gleichen Ansitze 16,7 x10"7/mL bzw. 23,4
x107"7/mL. Die gemessenen Werte der Ansétze 5 und 6 (induziert, ohne Substratzugabe) lagen
dabei auch wieder iiber denen mit Substratzugabe, hier wurden am fiinften Tag Zelldichten
von 10,5 x1027/mL (37 °C) und 37,6 x10"7/mL (30 °C) bestimmt.

Das mit Ethylacetat aus den Zellsuspensionen extrahierte Material konnte mittels HSCCC
(ITL.11.11) aufgereinigt werden. In 90 min (180 mL FlieBmitteldurchfluss) wurde das Substrat
vom Produkt abgetrennt und vollstindig eluiert. Danach konnte das eingesetzte Substrat von
der Spule ausgewaschen werden. Die Reinheit des durch HSCCC abgetrennten Apigenins
wurde mit HPLC-Messung zu 98 % bestimmt.
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4.10 Biotransformation von Naringenin in FNS I-transformierter E. coli

Die Experimente zur Biotransformation in S. cerevisiae sollten die Grundlagen liefern fiir die
Nutzung weiterer Enzyme, insbesondere CytP450-abhingige Monooxygenasen. Fiir andere
Enzyme, wie z.B. die Oxoglutarat-abhéingigen Dioxygenasen, eignet sich aber die Expression
in Bakterien wegen ihres schnelleren Wachstums und der einfacheren Handhabung. Dies
sollte in E. coli uiberpriift werden. Tatsdchlich wurde NAR in FNS I-transformierter E. coli
effizient umgesetzt mit 75 % nach 48 Stunden und 85 % nach 72 Stunden (Abb. 38).

Rel. Umsatz (%)
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Abb. 38: Biotransformation von (25)-Naringenin in FNS I transformierten Bakterienkulturen
(500 mL Kultur, Zugabe von 25 mg Naringenin).

Im Falle von S. cerevisiae hatte die Luftzufuhr starken Einfluss auf die Produktausbeute. Da
die Produktausbeuten von Ansatz zu Ansatz Schwankungen unterlagen, wurden die Versuche
mindestens einmal wiederholt, wobei immer jeweils 3 Proben pro Versuchsansatz analysiert
wurden. Auch wurde immer der Normalansatz NAR gelost in DMSO als ,,Standardansatz*
mit inkubiert und als Kontrolle gleich 100 gesetzt. Die Variation der Produktraten ist auch
von anderen Biotransformationsansidtzen mit E. coli bekannt (personliche Mitteilung Dr.
Britta Rohde und Dr. Stefan Martens).

Die hier beschriebene Biotransformation von NAR kann iibertragen werden auf die
Gewinnung von Diosmetin, Luteolin, Chrysoeriol, Chrysin oder 7,4 -Dihydroxyflavon,
soweit die jeweiligen Vorstufen zur Verfiigung stehen. Die Produkte konnen dann rasch und
verlustfrei durch HSCCC gereinigt werden.

AuBerdem konnen die Ergebnisse auf FHT-Transformanten in Hefe bzw. F3°'H oder F3°5'H
Transformanten iibertragen werden. Die Auswirkung der Inkubationsdauer konnte bereits in
Biotransformationen mit F3°5°H transformierten Hefezellen nachgewiesen werden (nicht

dargestellt), die bei einer Inkubation von fiinf Tagen Pentahydroxyflavanon aus NAR lieferte,
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das mittels HSCCC gereinigt wurde. In diesem Fall war nach einem Tag noch kein Produkt
detektierbar.

In der Literatur wird von noch ldngeren Inkubationszeiten berichtet. Lindahl et al. (2006)
inkubierten ihre S. cerevisiae-Zellsuspensionen sogar iiber einen Zeitraum von 16 Tagen im
Batch-Verfahren und konnten dann 600 pg/L der Artemisinin-Vorstufe gewinnen. Allerdings
setzen die Autoren ihrer Biotransformation in ,regelmédfigen Abstinden* frisches
galaktosehaltiges Medium zu.

Darauf wurde in den eigenen Ansitzen bisher verzichtet, sollte aber fiir mogliche

weiterfithrende Experimente in Betracht gezogen werden.

Die Bedingungen fiir die Biotransformation wurden bislang nur im LabormaBstab gepriift und
miissen fiir priparative Zwecke optimiert und iiberwacht werden. Industrielle Fermentationen
mit S. cerevisiae werden meist im sog. Fed-batch Verfahren durchgefiihrt (Papagianni et al.
2006), das im Gegensatz zum Batch-Verfahren, Substrate, portionsweise oder kontinuierlich
fiittert (Kreis et al. 2001). Glucose ist fiir Hefen die bevorzugte Kohlenstoffquelle, die
allerdings bei hoher Konzentration zu unerwiinschtem Ethanol verarbeitet wird, was durch die
schrittweise Zugabe des Zuckers zur Vermeidung kritischer Konzentrationen im Fed-batch-
Verfahren begrenzt werden kann (Papagianni et al. 2006).

In der Literatur wird Sauerstoffzufuhr fiir die Verbesserung der Produktion von Metaboliten
in S. cerevisiae beschrieben. So berichteten Lindahl ez al. (2006), dass sie fiir die Produktion
von Amorpha-4,11-dien, einer Vorstufe des Artemisinins, einen Versuchsaufbau nutzten, in
dem sie stindig sterile Luft in die Hefezellsuspension einleiten konnten. Um optimales
Wachstum der Hefezellen zu gewihrleisten, sind aerobe Bedingungen im Reaktor notig.
Zucker wird dann zu CO, und H,O oxidiert und liefert damit die bendtigte Energie fiir
Wachstum und Metabolismus (Papagianni et al. 2006). So konnte auch in den oben
beschriebenen Biotransformations-Experimenten die Ausbeute durch Luftzufuhr um 20 %
gesteigert werden.

FNS I benotigt 2-Oxoglutarat als Co-Substrat, das unter Decarboxylierung zu Succinat
Elektronen fiir die Ubertragung eines Sauerstoffatoms bzw. Bildung der reaktiven
Ferrylspezies liefert. Ascorbat fungiert nur als Schutz fiir Fe (II) im aktiven Zentrum
(Turnbull et al. 2004, Prescott und Lloyd 2000). Die Zugabe der Cofaktoren ist in vitro
erforderlich, kann aber auch im Biotransformationsexperiment die Ausbeute um 40 %

erhohen. Vermutlich sind die Konzentrationen dieser Faktoren in situ limitierend.
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Eisen ist essentiell fiir Wachstum und Proliferation vieler Mikroorganismen als wichtiger
Faktor im Elektronentransport (Kosman 2003). Deshalb existieren verschiedene Fe-
Aufnahmemechanismen. Neben Reduktasen, Fe-Permeasen und Ferroxidasen sind besonders
sog. Siderophorpermeasen studiert worden, die Fe (III) komplexieren. (Kosman 2003). Singh
et al. (2007) untersuchten den Fe-Flux zwischen Vakuole und Cytoplasma in S. cerevisiae
und beschrieben, die Vakuole als Speicherort fiir Eisen in der Zelle.

Die Expression heterologer Proteine kann in S. cerevisiae durch Ethanol gesteigert werden
(van de Laar et al. 2006). Diese Beobachtung wurde am Ende einer Expression im Batch-
Verfahren gemacht. So stellten die Autoren fest, dass am Ende des von ihnen verwendeten
Verfahrens, in dem Ethanol als Kohlenstoffquelle genutzt wurde und die Ausbeute an
heterologem Produkt (AntikorperVHH-BC15) um das 4,8-fache anstieg. Die Autoren
betrachten eine Konzentration von 1 % v/v Ethanol in der Losung als optimal, da sich zu hohe
Ethanolkonzentrationen auch negativ auf das Wachstum der Hefen auswirken konnen. In den
eigenen Versuchen zeigte sich eine Konzentration von 4 % Ethanol im Medium als am Besten
geeignet, wobei aber van de Laar et al. (2006) durch stindige Messungen ein gleich
bleibendes Ethanolverhiltnis einstellten, wohingegen in den hier beschriebenen
Versuchsanordnungen nur der Anfangswert bestimmt werden konnte, der sich sicherlich
wihrend der Inkubation dnderte. (Abb.32 B).

Der Grund fiir den Ethanoleffekt ist noch nicht aufgeklidrt. So induziert Ethanol eine
Hitzeschock-dhnliche Antwort und veridndert das Redox-Gleichgewicht in der Zelle. Die
Proteinfaltung im ER ist abhingig von diesem Gleichgewicht und so konnte Ethanol die
Effektivitit der Proteinfaltung steigern. Ethanol bewirkt weitere physiologische Effekte, kann
passiv in die Zelle transportiert werden, oder durch Einfluss auf die Membran Lipid-
Zusammensetzung der Membran ihre Permeabilitit dndern (van de Laar et al. 2006, Mishra
und Prasad 1989). Die erhohte Permeabilitit der Membran konnte die Aufnahme des
Substrates NAR in die Zelle erhtohen. Moglicherweise liefert das auch die Erkldarung der
erhohten Ausbeute durch Zugabe von Aceton und in geringen Konzentrationen auch des
Ethylacetats. Beides ist aber wahrscheinlich nur in sehr geringen Konzentrationen hilfreich, in
hoheren Dosen zerstort es dann moglicherweise die Membran vollstindig und wirkt somit
toxisch.

Die Produktion von Flavonoiden in E. coli kann durch Acetat als Kohlenstoffquelle, neben
Glucose (bzw.Galaktose) erhoht werden (Leonard er al. 2007). Dazu wurden die Acetat-
Assimilationswege kombiniert mit der Expression von Acetyl-CoA Carboxylase amplifiziert,

um intrazellulédr einen hoheren Gehalt an Malonyl-CoA zu erzielen. Acetat wird im Gegensatz
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zu Malonat leicht aufgenommen. Fiitterung von Acetat erhohte die Produktion der Flavonoide
NAR, Pinocembrin und ERI in diesen gentechnisch in ihrem Grundstoffwechse modifizierten
E. coli. Fir Hefezellen ist dieses Verfahren zwar nicht beschrieben, wire aber ebenfalls fiir
Synthesen verschiedener Flavanone denkbar.

Die Auswirkungen von erhohten Temperaturen auf Hefezellen werden in der Literatur
ebenfalls diskutiert. So werden bei steigenden Temperaturen schnell Hitzeschockproteine
(Hsps) induziert. Viele dieser Proteine fungieren als molekulare Chaperone in der Synthese,
Faltung oder auch beim Transport von Proteinen. Hitze-induzierte HSP-Gene werden in
S. cerevisiae unter anderem durch den Hitzeschocktranskriptionsfaktor Hsfl geregelt. Hsfl
bindet an Hitzeschockelemente (HSEs) innerhalb der Promoterregionen von HSP-Genen.
Unter physiologischen Bedingungen bindet Hsf1 mit niedriger, bei Stress dagegen mit hoher
Affinitdat. Dieser Transkriptionsfaktor wird ebenfalls bei oxidativem Stress, Ethanol
Behandlung oder auch bei Mangel an Glucose induziert (Hashikawa et al. 2007, Yamamoto et
al. 2008). Da die Zelle auf erhohte Temperatur mit der Bildung des gleichen Faktors reagiert,
der auch bei Behandlung mit Ethanol auftritt, konnte in beiden Fillen die Permeabiltitiit der
Zelle fiir NAR betroffen sein, was hohere Produktausbeuten bei Temperaturerhohung auf

37 °C erkldren konnte.

IV.5 Glucosidasen

5.1 Biotransformation FNS I-transformierter Hefezellen mit Naringenin-7-O-glucosid
Naringenin-7-0-glucosid (NAR-7-gluc) wird von der FNS I nicht umgesetzt (Britsch 1990).
Wenn dieses Glucosid zur Biotransformation in FNS I transformierter Hefe eingesetzt wurde,
wurde es vollstindig deglucosidiert und weder in HPLC (nicht dargestellt) noch nach DC
(Abb. 39) nachweisbar, nur noch NAR und das entsprechende Flavon Apigenin. Ein dhnliches
Ergebnis wurde auch in einem nicht induzierten Ansatz und mit untransformierten InvSc-
Zellen erzielt, hier war jeweils nur noch NAR nachweisbar (Abb. 39, Spur 2 und 3). Die
analoge Biotransformation mit FHT transformierter Hefe lieferte ein @hnliches Ergebnis, da

nur NAR und der FHT-Produkt DHK detektiert wurden (Abb. 39, Spur 4).
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1 2 3 4
O — NAR-7-gluc
— DHK . . . .
Abb. 39: Biotransformation von Naringenin-7-
Q — NAR glucosid in FNS I (Bahn 1) oder FHT (Bahn 4)

transformierten Hefekulturen. Als Kontrollen
wurden ein nicht induzierter Ansatz (Bahn 2)
und untransformierte InvSc-Zellen (Bahn 3)
mitgefiihrt. Die Auftrennung erfolgte mit
Zellulose-Diinnschichtchromatographie in
FlieBmittel 2, die Detektion erfolgte mit

Echtblausalz-Losung.
— Apigenin

Die Experimente weisen darauf hin, dass Hefen Glucosidaseaktivitit zur Hydrolyse von
Naringenin-7-0-glucosid besitzen miissen. Aus der Literatur ist bekannt, dass S. cerevisiae -
Stamme Glucoseaktivitit besitzen (McMahon et al. 1999).

Um ein Hefe-System fiir die Biotransformation von Flavonoidglucosiden zu entwickeln,
sollten die verantwortlichen fS-Glucosidasen, fiir ein spiteres ,,Silencing®, identifiziert werden.
Glucosidasen oder Glycosidhydrolasen (GH; EC 3.2.1.-) sind weit verbreitet und werden nach
Sequenzihnlichkeiten in momentan 113 Familien eingeteilt. Einige der Enzyme besitzen
dhnliche 3D-Strukturen so dass sie in Clans gruppiert wurden. Bis jetzt wurden fiinf Clans
beschrieben, darunter besonders umfangreich Clan GH-A (manchmal auch als 4/7
Superfamilie beschrieben, weil der Protonendonator und die nucleophile Aminosdure auf
Strang 4 und 7 des (o/P)s -Barrels gefunden wurden (Jenkins et al. 1995, Henrissat und
Davies 1997)). Er beinhaltet die Familien 1, 2, 5, 10, 17, 26, 35, 39, 42, 53 (Henrissat und
Davies 1997).
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Abb. 40: Reaktionsmechanismus der #-Glucosidasen aus Morant ef al. (2008).

[-Glucosidasen hydrolysieren die glucosidische Bindung durch elektrophilen Angriff der

sauren Gruppe AH auf den Sauerstoff und unter Erhalt der anomeren Konfiguration. Die
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Spaltung wird von der nukleophilen Base B™ unterstiitzt (Abb. 40). Der resultierende
Glucosyl-Enzym-Komplex wird durch ein Wassermolekiil hydrolysiert und generiert ein
Produkt, von urspriinglicher Konfiguration an CI1. Zwei konservierte Glutaminsédurereste
fungieren dabei als katalytische Nucleophile und als Sédure/Base-Katalysator (Davies und
Henrissat 1995, Morant et al. 2008).

[-Glucosidasen spielen eine wichtige Rolle im Stoffwechsel von Pflanzen. Sie sind an
Bildung und Transport von Zwischenprodukten der Lignifizierung beteiligt
(Dharmawardhana et al. 1995, Escamilla-Trevino et al. 2006), der Zellwand-Degradation im
Endosperm wiéhrend der Keimung und der Aktivierung von Phytohormonen und chemischen
Abwehrstoffen. Fiir den letztgenannten Aspekt hat die subzellulidre Lokalisation besondere
Bedeutung, was z.B. in Avena eingehend untersucht wurde, wo Avenoside in der Vakuole zur
Abwehr gespeichert werden. So sind Glucosidasen und Glucoside in verschiedenen
Kompartimenten der Zelle lokalisiert. Wihrend die Flavonoid-Glucoside in der Vakuole
gespeichert sind (Koes et al. 2005), unterscheidet sich die Lokalisierung der
Glucosylhydrolasen in  Monokotyledonen und Dikotyledonen. Die p-GHn der
einkeimblittrigen Pflanzen besitzen ein N-terminales Transit-Peptid zum Transfer in die
Plastiden. Die Eudikotyledonen enthalten dagegen ein N-terminales Signalpeptid, mithilfe
dessen die Glucosidasen iiber den sekretorischen Weg des ER’s cotranslational glycosyliert
werden und in Apoplasten oder intrazellulédr in Proteinkorpern eingeschlossen werden. Diese
Trennung in verschiedenen Kompartimenten liefert der Pflanze ein Zwei-Phasen-
Abwehrsystem. Wihrend in der intakten Pflanze beide Teile (Glucosid und Glucosidase)
getrennt sind, wird das System durch Verletzung aktiviert, die Glucoside kommen in Kontakt
mit der entsprechenden f-Glucosidase und die Pflanze verfiigt sofort tiber toxische
Abwehrstoffe (z.B. cyanogene Glucoside). Die grofite Menge dieses Zweiphasensystems ist in
Keimlingen und jungen Pflanzen zu finden, um die Pflanze in diesem empfindlichen Stadium
vor Herbivoren oder Pathogenen zu schiitzen (Morant et al. 2008). Neben dem Vorkommen in
jungen Pflanzen werden aber auch toxische endogene Abwehrstoffe wie z.B. das
Podophyllotoxin in Rhizomen glucosidiert, um dann in der Vakuole gespeichert zu werden.
Die Glycosidierung stellt auch hier eine (voriibergehende) Entgiftung und einen Selbstschutz
fiir die Pflanze dar. Das Vorkommen von Lignanglucosid-spezifischen f-Glucosidasen ist in
Podophyllum und Linum gut belegt (Berim 2007).

Die f-Glucosidasen aus anderen Organismen sind fiir die eigene Arbeit nicht relevant, sollen
aber im Kontext kurz angesprochen werden. Humane saure S-Glucosidase (GCase,

Glucosylceramidase, EC 3.2.1.45) wurde als membranassoziiertes Protein beschrieben,
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welches normalerweise das natiirliche Substrat Glucosylceramid, aber auch synthetisches
[-Glucosid spaltet (Liou und Grabowski 2009). Bei verschiedenen Varianten der sog.
Gaucher-Krankheit (Typ 1, 2 und 3), ist die Funktion dieses Enzyms gestort, und es kommt zu
einer Anhdufung groer Mengen an Glucocerebrosid, was zu Vergroerung von Leber und
Milz fiihrt (Beutler ez al. 1971).

Dagegen kommt die humane cytosolische S-Glucosidase (hCBG) in Leber, Darm, Niere und
Milz vor. Dieses Enzym ist vermutlich im Metabolismus von Xenobiotika involviert, was
aber in vivo erst noch bestitigt werden muss (Berrin et al. 2002, 2003).

Bakterien besitzen hiufig f-Glucosidaseaktivitit, die im Falle von Darmbakterien, die am
Metabolismus von Xenobiotika und sekundédren Pflanzenstoffen beteiligt sind. Bekannt dafiir
sind z.B. verschiedene Stimme von Bifidobacterium spp. und Bacteroides thetaiotaomicron
(Dabek et al. 2008).

Glucosidasen sind schon seit langer Zeit von technologischem Interesse. Zusammen mit
Pektinasen haben sie z.B. Einfluss auf Aroma von Friichten und Gemiisearten. In der
Weinindustrie werden sie zur Verbesserung des Weinaromas verwendet, indem sie
glucosylierte Vorstufen modifizieren sollen (Bhat 2000). Auflerdem werden sie in der
Pharmazie, Kosmetik- und Waschmittelindustrie eingesetzt. (Gargouri et al. 2004, Bhat
2000). Auch zur Spaltung komplexer Kohlenhydrate werden S-Glucosidasen genutzt. So
wurden verschiedene S-Glucosidasen kloniert, die Cellulose spalten und zur Bildung von

Bioethanol als Ersatz fiir fossile Brennstoffe fithren (Kotaka et al. 2008).

5.2 Kenntnisstand zu Glucosidasen aus Bickerhefe

Die Hefedatenbank (http://www.yeastgenome.org) wurde nach Genen fiir O-Glucosidasen
durchsucht, und daraus BGL2, EXGI, SPRI, YIROO7W, SUC2, YGR287C, YJL216C,
YILI72C, DSE 2 und CWH41 (entsprechende Genorte: Anhang Tab. 9) ausgewihlt. Die
Auswahl orientierte sich an der noch nicht endgiiltigen Funktionsbeschreibung bzw. der
Beteiligung an z.B. ,,drug resistance*. YIL172C wurde z. B. als Protein mit Ahnlichkeiten zu
Glucosidasen aber unbekannter Funktion beschrieben (Tatusov et al. 2000, Huh et al. 2003),
das mit Hilfe des ,,green fluorescent protein“ (GFP)-Fusionsprotein als im Cytoplasma
lokalisiert werden konnte. Das gleiche gilt fiir YIRO07W, auch hier handelt es sich um ein
putatives Protein mit bisher nicht genau bekannter Funktion (Giaever et al. 2002, Huh et al.
2003). BGL2 kodiert fiir eine endo-f-1,3-glucanase, die in der Zellwand vorkommt (Klebl
und Tanner 1989, Mrsa et al. 1993). Homologe zu BGL2 wurden auch in vielen anderen

Pilzen gefunden, so z.B. auch in Candida albicans und Aspergillus fumigatus (Sarthy et al.
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1997, Mouyna et al. 1998). Mutationen von BGL2 fiihrten zu Defekten in der Zellwand und
zu osmotischem Stress. Bei DSE 2 handelt es sich um ein sekretorisches Enzym, das ebenfalls
Ahnlichkeit zu Glucanasen aufweist. Es degradiert Zellwand von der Tochter-Seite der Zelle
und fiihrt somit dazu, dass sich diese von der Mutterzelle abtrennt (Colman-Lerner et al.
2001, Tadi et al. 1999, Doolin et al. 2001). Eine wichtige Exo-1,3-4-Glucanase ist EXG1.
Das Enzym ist am beta-Glucan Aufbau der Zellwand beteiligt und kommt in drei
unterschiedlich glycosylierten Isoenzymen vor (Lariba er al. 1993, Capellaro et al. 1998).
EXGI aus S. cerevisiae wurde bereits in E. coli exprimiert und charakterisiert (Suzuki et al.
2001). Eine EXGI1 Deletionsmutante zeigte Insensitivitit zum Hefekillertoxin. Das
Killertoxin K1 ist ein virales sekretorisches Protein, das sensitive Zellen angreift. Das Toxin
bindet an Rezeptoren der Zelloberfldche die f-1,6-Glucan-Komponenten enthalten, und fiihrt
zu letalen Kationenkanilen in der Plasmamembran (Roemer et al. 1993). Suzuki et al. (2001)
testeten verschiedene f-glucosidische Substrate wie Cellobiose, Laminarbiose, Gentiobiose
oder pNPG und konnten breite Spezifitit fiir f-1,3 and f-1,6-Oligosaccharide nachweisen.
SPR1 ist eine Sporulations-spezische Exo- f-1,3-Glucanase, die fiir die Thermoresistenz der
Ascosporen verantwortlich ist (Muthukumar et al. 1993) und sehr groBe Ahnlichkeiten zu
EXGI aufweist (Vazquez de Aldana et al. 1991). Das Gen wird nur in der spéten Phase der
Sporulation transkribiert. Mutanten von SPR1 konnten pNPG und Laminarin nicht mehr
hydrolysieren und zeigten auch geringere Thermoresistenz im Vergleich zum Wildtyp. EXG1
und SPR1 sind sich insgesamt sehr dhnlich und scheinen eng verwandt zu sein. So kodiert
S. cerevisiae scheinbar fiir 2 Exo-1,3-glucanasen: EXG/ wird wihrend der S zur G2-Phase
des vegetativen Zellzyklus maximal exprimiert, wihrend SPRI spezifisch wihrend der
Ascosporwandbildung exprimiert wird. Auch SPRI Transkripte sind zur selben Zeit
nachweisbar in der auch EXG transkribiert wird. Daneben weist das SPRI1-Peptid 64 %
Homologie zu EXG auf. Dass es sich bei SPR1 um ein sporulationsspezifisches Enzym
handelt, konnte mit Mutanten gezeigt werden. Diese produzieren keine Exo-1,3-glucanase
wihrend der Sporulation (Muthukumar et al. 1993). Die CWH41, auch als GLSI (E.C.
3.2.1.106) bekannt (Jiang et al. 1996), kodiert fiir ein ER- Glycoprotein, das die terminale
Glucose von groBeren Oligosaccharidketten entfernt (Simons et al. 1998). Das Enzym SUC2
wurde als Invertase, auch bekannt als bera-Fructofuranosidase, beta-Fructosidase oder
Sucrase, beschrieben. Es katalysiert die Hydrolyse des Disaccharids Sucrose zu Fruktose und
Glucose und des Trisaccharids Raffinose zu Fruktose und Melibiose (Gascon et al. 1968,

Taussig und Carlson 1983).
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Fiir eine mogliche Abgrenzung der f3- zu den a-Glucosidasen wurden auch zwei Glucosidasen
ausgewdhlt, die Ahnlichkeiten zu a-Glucosidasen zeigen. YGR287C ist als Protein mit
unbekannter Funktion beschrieben worden, dass moglicherweise mit Ribosomen interagiert
und Ahnlichkeiten zu alpha-D-Glucosidase (Maltase) aufweist. Das native Protein wurde in
gereinigten Mitochondrien nachgewiesen (Sickmann et al. 2003, Fleischer et al. 2006,
Reinders et al. 2006). Auch YJL216C ist ein Protein mit unbekannter Funktion und
Ahnlichkeit zu alpha-D-Glucosidasen. Mit verschiedenen Transportern und anderen Genen ist
es im sog. ,,pleiotropic drug resistance” (PDR)-Phédnomen involviert (Vandenbol et al. 1994,

Hikkel et al. 2003, Lucau-Danila et al. 2003).

5.3 Expression von Hefeglucosidasen

Aus S. cerevisiae wurde RNA isoliert (siehe III.10.1) und daraus, wie unter III.10.3
beschrieben, cDNA hergestellt. Zunichst wurden die Gene CWH41, SCW10, YILI72C mit
den adidquaten Primerkombinationen (sieche Anhang) amplifiziert und in den pDESTI17-
Vektor fiir anschlieBende Expression kloniert. Nach Kontrollsequenzierung wurde E. coli
damit transformiert (II1.10.11). Leider zeigte die SDS-PAGE Trennung der Proteinextrakte,
dass nur YIL172 C erfolgreich exprimiert wurde (nicht dargestellt). Auf weitere Expressions-
Optimierungsversuche in E. coli wurde verzichtet, stattdessen wurde nun versucht, alle
anderen Gene in den pYES2.1 Vektor, zur Expression in INVSc-Zellen, zu klonieren. Da es
sich um Proteine aus Hefe handelt, sollte eine homologe Expression einfacher sein. Nach
positiver Restriktionsanalyse und Sequenzierung wurden INVSc-Zellen mit diesen
Konstrukten transformiert, in Sc-U-Medium selektiert und in jeweils 250 mL YPGE-Medium
angezogen (II1.10.13.2). Die Hefezellen wurden aufgeschlossen (II1.10.13.3) und die rohen
Extrakte zur Uberpriifung der Expression in Western Blots eingesetzt (Abb. 41).
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Tab. 4: Molekulargewichte der getesteten Glucosidasen.

Protein MW (kDa)
YIL172C 69
YJL216C 67

BGL2 34
EXGl1 51
SPR1 52
SuC2 60
YIRO07W 87
DSE2 33

CWH41 97

YGR287C 69

In den Extrakten von allen 10 Transformanten war das jeweilige Protein in der erwarteten
GroBe (Tab. 4) nachweisbar, wobei in einigen Fillen mehrere Banden auftauchten.

Die apparenten Molekulargewichte erhohen sich jeweils um 5 kDa, da zur Identifizierung mit
Antikorper das V5-Epitop an das jeweilige Protein angehéngt wurde. Bei mehreren Banden

pro Spur ist die relevante Bande mit Pfeil markiert.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Abb. 41: Western-Blot zum Nachweis der Glucosidasen in Hefe-Transformanten. M,
Marker #SM0671 (Fermentas); 1, BGL2; 2, EXG1; 3, SPR1; 4, YIR007W; 5, SUC2; 6,
YGR287C; 7, YJL216C; 8, YIL172C; 9, DSE2; 10, CWHA41.

5.4 Selektivitit der Glucosidasen

Der Enzymrohextrakt der INVSc-Zellen besitzt a- und [-Glucosidaseaktivitit, mit
spezifischen Aktivititen von 0,071 U/mg bzw. 0,017 U/mg. Diese Werte wurden als Basis fiir
die Messung der a- und S-Glucosidaseaktivitit verwendet und gleich 100 % gesetzt (Tab. 5).

Alle Enzymrohextrakte der zehn genannten Glucosidasen wurden mit Pseudosubstrat (a- bzw.
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SB-pNPG) getestet (I1.11.2.5), welches als Substrat fiir Glucosidasen beschrieben ist (Bhiri et
al. 2008). Erwartet wurde, dass die Expression der einzelnen Glucosidasen als Beitrag zur
spezifischen Aktivitdit der Rohextrakte messbar wird. Bei der Messung der
a-Glucosidaseaktivitit wurden hohe Werte fiir YIL172C (0,222 U/mg Enzym), YGR287C
(0,306 U/mg Enzym) und YJL216C (0,409 U/mg Enzym) ermittelt. Die anderen Enzymwerte
reichten von 0 U/mg Enzym fiir BGL2 bis 0,058 U/mg Enzym fir EXGI. Im
S-Glucosidasetest wurden fiir YIRO07W, SPR1 und EXG1 spezifische Aktivititen von 0,091
U/mg, 0,082 U/mg bzw. 0,107 U/mg gemessen. Die anderen potentiellen Glucosidasen
erreichten Werte von 0 U/mg Enzym (YIL172C) bis 0,022 U/mg Enzym (CWH41).

Tab. 5: Bestimmung der a- bzw. f-Glucosidaseaktivitiit der zehn Hefeglucosidasen mit a-/ f-
pNPG als Substrat im Verhiiltnis zu ,,Jeeren‘ InvSc-Zellen (100 %).

a-Glucosidase- | BGlucosidase-
Test Test
YJL216C 670 160
EXG1 180 70
SPR1 110 580
YIRO07W 160 630
DSE 2 180 210
CWH41 160 230
SuC2 200 160
YGR287C 530 170
YIL172C 410 90
BGL2 90 120
INVSc "leer” 100 100

Aufgrund der beschriebenen Ergebnisse wurden YGR287C, YIL172C und YJL 216 C den o-
Glucosidasen EXGI1, SPR1 und YIROO7W den B-Glucosidasen zugeordnet. Fiir die anderen
vier Enzyme (BGL2, DSE 2, CWH41 und SUC2) konnte keine genaue Zuordnung getroffen
werden, da sich die Ergebnisse im Test fir a- und A-Glucosidasen nicht deutlich
unterschieden und sich auch nicht wesentlich von den endogenen Aktivitdt der ,leeren*

INVSc-Zellen abhoben, die an sich schon Glucosidaseaktivitit aufweisen.

5.5 Gruppenzugehorigkeit von EXG1, SPR1 und YIR007W und Vergleich mit EXG1
aus Candida albicans

EXGI, SPR1 und YIROO7W gehoren zur Gruppe der S-Glucosidasen und wurden mit dem
Internetprogramm  Prosite  (http://www.expasy.ch/prosite) der Familie 5 der

Glycosylhydrolasen zugeordnet. Zu dieser Familie gehoren auch die ,,bakers yeast glucan 1,3-
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B-glucosidase 2 (EXG2, EC 3.2.1.58) und das Protein YBRO56w, sowie die f-Mannanase
(manA, EC 3.2.1.78) aus Caldocellum saccharolyticum, auBlerdem eine Reihe weiterer
Enzyme aus Bakterien (z.B. aus Clostridium, Pseudomonas, Ruminococcus oder
Streptomyces). Eine Exo-f-1,3-Glucanase (EXG1) aus Candida albicans wurde beschrieben
und acht konservierte Aminosduren, die das aktive Zentrum der Familie 5-
Glycosylhydrolasen bilden, identifiziert (Chambers et al. 1993, Cutfield et al. 1999). Es
handelt sich um Arggz, His'* , Asnlgl, G1u192, His® 3, Tyr25 > , Glu**? and Trp3 63, wovon Glu'??

als Protonendonor und Glu*”?

als nucleophiler Rest fungieren. Die EXGI1 aus Candida
albicans faltet sich zu einer irregulidren (B/a)s -Barrel-Tertidrstruktur, in der Helix 5 fehlt,
Helix 8 sehr klein ist und Helix 1 ein weiteres helikales Segment vorausgeht. Loops verbinden
das C-terminale Ende des f-Stranges mit den Helices, und sind verantwortlich fiir die Bildung
einer flachen Rinne, die zu einer tiefen zentralen Tasche fiihrt. In dieser Tasche sind die oben
genannten aktiven Reste exponiert. Zwei Phenylalanine (Phe'** und Phe®®, im Alignment

gelb markiert), an gegeniiberliegenden Seiten, formen ein ,,Tor*, ungefihr 10 A oberhalb des

Grundes der Tasche, die definiert wird durch das schon erwdhnte Trp363.

Im Alignment von EXG1, SPR1 und YIROO7W aus Hefe mit EXGI aus C. albicans (Abb.
42), zeigte sich, dass die acht katalytisch relevanten Aminosiduren in EXG1 und die zwei
Phenylalanin-Reste (fett bzw. gelb markiert) auch in SPR 1 vertreten sind. In der Sequenz von
YIROO7W konnten nur zwei analoge Reste (His"* und Phe®®) zugeordnet werden. Allerdings
ist die Sequenz deutlich ldnger als die der anderen, was die Zuordnung einzelner konservierter
Aminosduren erschwert.

Ein Alignment der drei Protein-Sequenzen mit der NCBI- Datenbank (blastP) ergab eine
Ubereinstimmung von 89 % von EXG 1 mit EXG 1 aus S. bayanus und 70 % mit einem
Protein unbekannter Funktion aus Lachancea thermotolerans. SPR1 zeigte 84 % und 66 %
Ubereinstimmung mit SPR1 bzw. EXG1 aus S. bayanus. SchlieBlich konnte fiir YIROO7W
hochste Homologien von 53 % und 50 % fiir Polypeptide mit unbekannten Funktionen aus

Vanderwaltozyma polyspora und Lachancea thermotolerans gefunden werden.
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Sc_EXG1 ~———KDLAKSRLQSHWST——————————~ FYQEQDFANIAS-QGFNLVRIPIGYWAFQTL 142
Sc_SPR1 ————YEKAKERLYSHWST-——————————— FYKEEDFAKIAS—-QGFNLVRIPIGYWAFTTL 143
Ca_EXG1 ~———KEAASRILQKHWST——————————~ WITEQDFKQISN-LGLNFVRIPIGYWAFQLL 141
Sc_YIR00TW CARTIKEKAPELFESNCIIGLESMNEPNCGYIGETNLDVIPKERNLKLGKTPTAFQSFMLG 300
* . . . * .. * . .. * . .k
Sc_EXG1 D DDPYVSGLQESYLDQATIGWARNNSLK—~-VW 171
Sc_SPR1 S HDPYVTAEQEYFLDRAIDWARKYGLK———-VW 172
Ca_EXG1 D NDPYVQG-QVQYLEKALGWARKNNIR-——-VW 169
Sc_YIR00TW EGTECTIDQYKRTFFGFSKGKPCTINPKGKKAWLSAEERDATDAKYNWERNPEWKPDTCT 360
.. . . * * . .
Sc_EXG1 VDLHGAAGSQNGFDNSGLRDSYKFLEDSNLAVTTNVLNYILKKYSAEEYLDTVIGIELIN 231
Sc_SPR1 IDLHGAAGSQNGFDNSGLRDSYKFLEDENLSATMKALTYILSKYSTDVYLDTVIGIELLN 232
Ca_EXG1 IDLHGAPGSQNGFDNSGLRDSYNFQNGDNTQVTLNVLNTIFKKYGGNEYSDVVIGIELLN 229
Sc_YIR00TW WKLHGVWE IQNGKRPVLLKPNYF SQPDATVF INNHFVDYYTGIYNKFREFDQELFITIIQP 420
.***. * %k *: '* . . . H . *' * . *
Sc_EXG1 EPLGPVLDMDK————— === m e MKNDYLAPAYEYLRNNIKSDQVIII 267
Sc_SPR1 EPLGPVIDMER————————————————m LKNLLLKPAYDYLRNKINSNQIIVI 268
Ca_EXG1 EPLGPVLNMDK —————————m e LKQFFLD-GYNSLR-QTGSVTPVII 263
Sc_YIR00TW PVMKPPPNLQNSKILDNRTICACHFYDGMTLMYKTWNKRIGIDTYGLVNKKYSNPAFAVV 480
* . .. .. * . . ..
Sc_EXG1 HDAFQPYNYWDDFMTENDGYWGVTIDHHHYQVFASDQLERS IDEH-—~TKVACEWGTGVL 324
Sc_SPR1 HDAFQPYHYWDGFLNDEKNEYGVIIDHHHYQVF SQVELTRKMNER-—~~IKIACQWGKDAV 325
Ca_EXG1 HDAFQVF GYWNNF LTVAEGQWNVVVDHHHYQVF SGGELSRNINDH-—-TSVACNWGWDAK 320
Sc_YIR007W LGENNIRKCIRKQLSEMQKDAKSMLGKKVPVFFTEIGIPFDMDDKKAY ITNDYSSQTAAL 540
. . . .. * . . o .. *
Sc_EXG1 NESHWTVCGEFAAALTDCTKWLNSVGE GARYDG———————————m—m—mm e — 357
Sc_SPR1 SEKHWSVAGEF SAALTDCTKWLNGVGLGARYDG— ———————— e e 358
Ca_EXG1 KESHWNVAGEWSAALTDCAKWLNGVNRGARYEG—————————————mmmm e —— 353
Sc_YIR007W DALGFALEGSNLSYTLWCYCSINSHIWGDNWNNEDF STWSPDDKPLYHDTRAKTPTPEPS 600
* . * . % *
Sc_EXGl e SWVNGDQTSSYIG—————————— SCANNDDIA—————————m—m—m—— 379
Sc_SPR1 e SWTKDNEKSHY IN—————————~ TCANNENTA————————— e — 380
Ca_EXGl —mmmmmmm— AYDN———-APYIG-————————— SCOPLLDIS———————m—m—m—m—— 371
Sc_YIR007W PASTVASVSTSTSKSGSSQPPSFIKPDNHLDLDSPSCTLKSDLSGFRALDAIMRPFPIQI 660
. .k ok o ..
SC_EXGl e YWSDERKENTRRYVEAQLDAFEMRG 404
Sc_SPR1 e LWPEERKQNTRKFIEAQLDAFEMTG 405
Ca_EXGl e QWSDEHKTDTRRYIEAQLDAFEYTG 396
Sc_YIR0O7W HGRFEFAEFNLCNKSYLLKLVGKTTPEQITVPTYIFIPRHHFTPSRLSIRSSSGHYTYNT 720
.k . . .
Sc_EXG1 GWITWCYKTESSLEWDAQRLMFNGLFPQPLTDRK—-YPNQCGTISN 448
Sc_SPR1 GWIMWCYKTENSIEWDVEKLIQLNIFPQPINDRK--YPNQCH-——— 445
Ca_EXG1 GWVFWSWKTENAPEWSFQTLTYNGLFPQPVTDRQ--FPNQCGFH-~ 438

Sc_YIROO7W

DYQVLEWFHEPGHQFIEICAKSKSRPNTPGSDTSNDLPAECVIS—- 764

* .. * * * .k

Abb. 42: Alignment von EXG1, SPR1, YIR007W aus S. cerevisiae und EXG1 aus Candida
albicans. Acht konservierte Aminosiuren in aktiven Zentren der Familie 5-Glycosylhydrolasen
sind fett gedruckt; zwei Phenylalanin-Reste, die an der Katalyse beteiligt sind, sind gelb
hervorgehoben.
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5.6 Hemmung von f#-Glucosidasen mit Gluconolacton

Die Aktivitit von S-Glucosidasen kann durch Zugabe von Gluconolacton gehemmt werden
(Parry et al. 2001, Bhiri et al. 2008). Deshalb wurde den rohen Enzymextrakten von EXGI,
SPR1 und YIROO7W im Test mit pNPG als Substrat 1,25 mM bzw. 2,5 mM oder 3,75 mM
Gluconolacton zugesetzt. Eine Hemmung der Aktivitit trat ab 1,25 mM Gluconolacton (Abb.
43) auf, von der YIROO7W am stirksten betroffen war. Bei dieser Konzentration sank die
Aktivitdt (0,016 U/mg Enzym) auf 16 % der Kontrolle ohne Gluconolactonzugabe
(0,100 U/mg Enzym). Im Falle von EXGI1 (0,036 U/mg Enzym) bzw. SPR 1 (0,029 U/mg
Enzym) waren die Aktivitdten nach Zugabe von 3,75 mM Gluconolacton auf 31 % bzw. 27 %
erniedrigt. Die 1Csp-Werte wurden als 1,7 mM (EXGI), 1,5 mM (SPR1) und 0,6 mM
(YIROO7W) bestimmt. Zusitzlich wurde der Effekt des Gluconolactons auf a-Glucosidasen
(YJL216C und YGR287C) getestet (nicht dargestellt), was aber zu keiner Hemmung fiihrt.
Das Ergebnis bestitigt Berichte, dass Gluconolacton nur f-Glucosidasen hemmen kann.
Hemmstoffe fiir o-Glucosidasen sind in der Literatur beschrieben, z.B. Nojirimycin,
N-butyldeoxynojirimycin und Castanospermin. Auch Genistein scheint ein potentieller
Inhibitor fiir o-Glucosidasen zu sein (Lee und Lee 2001). Diese Naturstoffe wurden nicht
getestet, da in dieser Arbeit nur S-Glucosidasen von Interesse sind.

Glucose hat, selbst bei einer Konzentration von 100 mM, keinen hemmenden Effekt auf die

drei f-Glucosidasen EXG, SPR1 und YIROO7W (nicht dargestellt).

Wmg Enzym BGH
0,140

0,120

0,100
0,080
0,060
0,040
0,020

A

0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ : ‘ ‘
0 0,5 1 1,5 2 25 3 35 4 [mM]

Gluconolacton

Abb. 43: Hemmung der Glucosidaseaktivitit von EXG1 (—*— ), SPR1 (—a— ) und YIR007W
(—&— ) aus Hefe nach Zugabe von 1,25 mM, 2,5 mM und 3,75 mM Gluconolacton.

Die Effekte von Gluconolacton oder Glucose auf verschiedene pf-Glucosidasen sind
beschrieben. Zum Beispiel wurden zwei extrazelluldre S-Glucosidasen der Pol6 Mutante von
Penicillium occitanis durch 0,03 mM Gluconolacton oder 1 mM Glucose gehemmt (Bhiri ef
al. 2008). Eine thermostabile A-Glucosidase aus Thermoascus auranticus wurde durch

Gluconolacton stdrker als durch Glucose gehemmt (0,28 mM Glucose; 8,3 nM
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Gluconolacton, Parry et al. 2001). Diese Berichte unterscheiden sich deutlich von den
Ergebnissen mit S-Glucosidasen aus Hefe, da die Hefe-Enzyme wesentlich unempfindlicher
sind. Die Hemmkonzentration von 1,25 mM Gluconolacton {iibersteigt etwa 40-fach die
Konzentration von Bhiri et al. (2008) und bei 100 mM Glucose konnte keine Hemmung
festgestellt werden (nicht dargestellt). Bhiri ef al. fiihrten ihre Tests im Vergleich zu den hier
beschriebenen Versuchen aber mit gereinigten Enzym durch, was die hohere Sensitivitit
erkldaren kann, da weniger storende Begleitstoffe im Test enthalten sind.

Zusitzlich konnen einige pflanzliche Glucosidasen durch Zugabe von Ag* - und ngJr -Ionen
gehemmt werden (Hosel und Barz 1975, Hsieh und Graham 2001). Eine hemmende Wirkung
der Tonen Cd**, Fe** und Cu®* auf A-Glucosidasen aus Bacillus subtilis natto wurde von Kuo
und Lee (2008) nachweisen. Metall-Ionen wurden in diese Arbeit aber nicht miteinbezogen.
Ein Effekt von Gluconolacton in situ wurde gepriift, indem Biotransformationen mit
Hefetransformanten und in Gegenwart von 3,75 mM Gluconolacton durchgefiihrt wurden. In

diesen Konzentrationen konnte keinerlei hemmende Wirkung nachgewiesen werden.

5.7 Reinigung der rekombinanten His-tag Glucosidasen
Die o- und A-Glucosidasen wurden als His-tag Konstrukte exprimiert und aus den

Rohextrakten der induzierten transformierten Hefezellen durch IMAC gereinigt. Die

Kontrolle der Reinigung erfolgte durch SDS-PAGE in 12,2 % Gelen (Abb. 44).

DA M 1 2 3 4 5 6
—
66 — _~ "wl-a» ==  Abb. 44: Die Enzyme wurden mit His-Tag in
45 — : - . - Hefe exprimiert, aus dem Rohextrakt iiber
: = IMAC gereinigt und durch SDS-PAGE auf
36 — — 12,2 % Gelen aufgetrennt. Spur 1, EXG1;
Spur 2, SPR1; Spur 3, YIR007W; Spur 4,
%2 — = YIL172C; Spur 5, YJL216C; Spur 6,
YGR287C; M, Marker SDS7.
20 = ja

Die Anfirbung mit Coomassie-Blue zeigte auch Nebenbanden, jedoch korrelierte die jeweils

starkste Bande mit dem erwarteten Molekulargewicht (IV.5.3).
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5.8 Substratspezifititen der f-Glucosidasen

Die mit His-tag markierten und gereinigten Glucosidasen (drei a- und drei S-Glucosidasen)
wurden mit NAR-7-gluc als Substrat auf ihre Aktivitit iiberpriift. (Abb. 45). Eine Inkubation
ohne Protein diente als Kontrolle. Nach Beendigung der Inkubation wurden die Mischungen
extrahiert (Ethylacetat), auf DC-Celluloseplatten aufgetragen, in CAW aufgetrennt und

anschlieend die entstandenen Banden mit Echtblausalzlosung sichtbar gemacht.

1 2 3 4 5 6 7 8
.— NAR
—  NAR-7-glc

Abb. 45: Test auf Glucosidaseaktivitiit mit Naringenin7-O-f-glucosid. Die Enzyme waren als
His-tag Konstrukte in Hefe exprimiert und iiber IMAC gereinigt worden. Die Auftrennung
erfolgte auf Zelluloseplatten in CAW, die Detektion mit Echtblausalzlosung. Spur 1, EXG1;
Spur 2, SPR1; Spur 3, YIR007W; Spur 4,YIL172C; Spur 5, YJL216C; Spur 6, YGR287C; Spur
7, Inkubation ohne Protein (Kontrolle); Spur 8, Naringenin7-O-f-glucosid und Naringenin.

Die f-Glucosidasen EXG1, SPR1 und YIROO7W (Spuren 1 bis 3) hydrolysierten das Substrat
zu Naringenin, wohingegen die a- Glucosidasen (Spuren 4 bis 6) keine Hydrolyse bewirkten.
Das Substrat ist unter den Inkubationsbedingungen stabil. Im Folgenden wurden folglich nur

noch die drei f-Glucosidasen mit verschiedenen Substraten getestet (Abb. 46).
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R,

oH oH
oo S
EXG1, SPRI,YIR007\y O

OH o
NAR- 7-gluc NAR
Eriodictyol-7-glucosid, R; =OH Eriodictyol, R; =OH
Flavonglucoside R, R, R; | Ry | Rs Rg R,
Luteolin-7-O-glucosid O-gluc H OH | H | OH OH H
Luteolin-3,”7- O-diglucosid O-gluc H OH | H | OH O-gluc | H
Luteolin-4"-O-glucosid OH H OH | H | O-gluc | OH H
Apigenin-7-O-glucosid (Apigetrin) O-gluc | H OH|H |H H H
Homoorientin (Lut-6-C-glucosid) OH gluc OH | H | OH OH
Isovitexin (Apigenin 6-C-glucosid) | OH gluc OH|H |H OH H
Flavonolglycoside R, R, | Ry | Ry Rs | Rg R, Rg
Kiampferol-3,7-O-diglucosid O-gluc H | OH | O-gluc H | OH H H
Kéampferol-7-O-glucosid O-gluc H | OH | OH H | OH H H
Kiampferol-3-O-glucosid OH H | OH | O-gluc H | OH H H
Kéampferol-3-O-rutinosid OH H | OH | O-rut H | OH H H
Kémpferol-7-O-neohesperosid O-neoh | H | OH | OH H | OH H H
Quercetin-3-O-4-D-glucosid OH H | OH | O-gluc H | OH OH H
Quercetin-4"-O-glucosid OH H | OH | OH H | O-gluc OH H
(Spiraeosid)
Isorhamnetin-3-O-glucosid OH H |OH | O-gluc |H | OH OCH; | H
Isoflavonglucoside R, R, R; Ry | Rs Rg R,
Genistein-7-glucosid (Genistin) O-gluc H OH |H | OH H H
Daidzein-7-glucosid (Daizin) O-gluc H H H | OH H H
Anthocyane R, R, R; Ry R; R¢ R,
Cyanidin-3-glucosid (Kuromanin) OH | H OH O-gluc H OH | OH
Cyanidin-3-O-rhamnosid OH | H OH O-rham | H OH | OH
Cyanidin-3,5 diglucosid (Cyanin) OH | H O-gluc | O-gluc H OH | OH
R Delphinidin-3-O-glucosid OH | H OH O-gluc OH OH | OH
Re Delphinidin-3-O-rhamnosid OH | H OH O-rham | OH OH | OH
R, o O Delphinidin-3,5-diglucosid OH | H O-gluc | O-gluc OH OH | OH
O += fe Pelargonidin-3-O-glucosid OH | H OH O-gluc H OH | H
R, Zn, Pelargonidin-3,5-diglucosid OH | H O-gluc | O-gluc H OH | H
Ry Peonidin-3-O-glucosid OH | H OH O-gluc H OH | OCH;
Peonidin-3,5-diglucosid OH | H O-gluc | O-gluc H OH | OCH;
Petunidin-3-O-glucosid OH |H OH O-gluc OCH; | OH | OH

Abb. 46: Potentielle Substrate fiir f-Glucosidasen.

Eine breite Palette von Flavonoidglucosiden, Flavonolglycosiden, Isoflavonglucosiden und
Anthocyanen (Abb. 46) wurde als potentielle Substrate fiir die f-Glucosidasen qualitativ

gepriift. Es zeigte sich, dass die drei f-Glucosidasen aus Hefe priferentiell 7-Glucoside and
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4°-Glucoside aus den Gruppen der Flavanon-, Flavon-, Flavonol-, und Isoflavonglucosiden

akzeptierten (Tab. 6).

Tab. 6: Hydrolyse von Flavonoidglycosiden durch die f-Glucosidasen EXG1, SPR1 und
YIR007W oder hCBG.
Flavanone EXG1 | SPR1 | YIROO7W | hCBG
Naringenin-7-O-glucosid + + + +
Eriodictyol-7-0O-glucosid + +
Flavonole
Kiampferol-3-O-glucosid - - - -
Kiampferol-3-7-O-diglucosid + + +
Kimpferol-7-0-glucosid + + +
Quercetin-4 -glucosid (Spiraeosid) + + +
Quercetin-3-D-0-glucosid - - -
Isorhamnetin-3-0-glucosid - - -
Kimpferol-3-O-rutinosid - - -
Kimpferol-7-O-neohesperidosid - - -
Flavone
Apigenin-mono-glucosid + + +
Apigenin-7-0O-glucosid (Apigetrin) + + +
Luteolin-7-0O-glucosid + + +
+ + +
+ + +

+
+

*

*

* |+

K| K|

*

Luteolin3’-7-di-O-glucosid
Luteolin-4"-O-glucosid

Isovitexin (Apigenin-6-C-glucosid) - - -
Homoorientin(Luteolin-6-C-glucosid) - - -
Anthocyane
Cyanidin-3-0-glucosid (Kuromanin) + + -
Cyanidin-3,5-diglucosid (Cyanin) - - -
Delphinidin-3-O-glucosid + + -
Delphinidin-3,5-diglucosid - - -
Peonidin-3-0-glucosid + + -
Peonidin-3,5-diglucosid - - -
Pelargonidin-3-0-glucosid (Callistephin) + + -
Pelargonidin-3,5-diglucosid - - -
Petunidin-3-0-glucosid + + -
Delphinidin-3-O-rhamnosid - - -
Isoflavone
Genistein-7-glucosid (Genistin) + + +
Daidzein-7-glucosid (Daizin) + + + +

*nicht getestet, + Hydrolyse findet statt, - keine Hydrolyse

%] %[+ [+ [+ [+

K| K| K| K[ ¥| ¥| ¥| ¥|

+

Im Falle der Anthocyane wurden alle 3-O-Glucoside von EXG1 und SPR1 gespalten,
wohingegen YIROO7W keines der eingesetzten Anthocyane umsetzte.

Dies steht im Gegensatz zu den Flavanonen, Flavonen, Flavonolen und Isoflavonen deren
3-O-Glucoside von EXG1 und SPR1 nicht metabolisiert wurden (Tab. 6). Die Anthocyanidin-
3-O-diglycoside wurden nicht von EXGI1 und SPR1 gespalten, was moglicherweise auf die
GroBe bzw. Dimension der Bindungstasche in den Enzymen zuriickzufiihren ist. Jedoch ist

auch die Struktur des Zuckers von Bedeutung, da Delphinidin-3-O-rhamnosid nicht umgesetzt
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wurde. Analog zu den Anthocyanen wurde auch Kémpferol-7-O-neohesperidosid nicht
umgesetzt, im Gegensatz zu Kampferol-7-O-glucosid, das von allen drei Enzymen akzeptiert
wurde (Tab. 6).

Neben den genannten O-Glucosiden wurden auch Flavonoid-C-glucoside (Isovitexin und
Homoorientin) getestet. Keines der beiden Substrate wurde von EXGI1, SPR1 oder YIROO7W
umgesetzt (Tab. 6). Hier handelt es sich um C6-substituierte Flavone und es wurde kein 6-O-
Glucosid zum Vergleich getestet. Allerdings erfordert die Spaltung einer Glykosylbindung
ohnehin einen anderen oxidativen Mechanismus als die Spaltung eines Glukosids.

Zum Vergleich wurden auch andere Glykoside weiterer Naturstoffklassen zum Test
eingesetzt, darunter Ginsenoside (Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re, Rgl), Sennoside (Sennoside A and
B), Cyanogenes Glucosid (Amygdalin) und Cardenolide (Lanatosid A und C,
Desacetyllanatosid C, Erysimosid, Cymarin). Davon wurde nur Desacetyllanatosid C von
YIRO07W zum entsprechenden Produkt umgesetzt. Auerdem wurden Cumarine (Fraxin und
Esculin) als mogliche Substrate getestet, die bizyklisch sind und ein &hnliches starres
Grundgeriist aufweisen wie Flavonoide. Alle drei Glucosidasen waren in der Lage Esculin zu
spalten, wohingegen Fraxin nur von EXGI1 und SPR1 akzeptiert wurde. Piceid wurde als
Vertreter der Stilbene getestet, hier konnte nur mit YIROO7W ein positives Ergebnis erzielt
werden. (Tab. 7).

Tab. 7: Hydrolyse von glykosidischen Naturstoffen durch f-Glucosidasen aus Hefe.
Cumarine EXG1 | SPR1 | YIR0O7W
Fraxin (Fraxetin-8-0-glucosid) + + -
Esculin (Esculetin-6-O-glucosid) + + +
Ginsenoside
Rbl - - -
Rb2 - - -
Rc - - -
Rd - - -
Re - - -
Rgl - - -
Cardenolide
Lanatosid A - - -
Lanatosid C - - -
Desacetyllanatosid C - - +
Erysimosid - - -
Cymarin - - -
Sennoside
Sennosid A - - -
Sennosid B - - -
Cyanogenes Glucosid
Amygdalin - - -
Stilben
Piceid - - +

+ Hydrolyse fand statt, - keine Hydrolyse
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Es fillt auf, dass einerseits EXG1 und SPR1 und andererseits YIROO7W sich in ihren
Substratspezifititen unterscheiden Wihrend Anthocyanidin-3-O-glucoside (Tab. 6) und
Fraxin (Tab. 7) von EXG1 und SPR1 metabolisiert werden, zeigt nur YIROO7W Aktivitit mit
Desacetyllanatosid C und Piceid (Tab. 7). Offensichtlich unterscheiden sich die relevanten
Bindungsstellen in YIROO7W von denen in EXG1 oder SPR1. Unterschiede in der Sequenz
von YIROO7W hatten sich bereits im Alignment (Abb. 42) gezeigt.

5.9 Vergleich der Hefe f-Glucosidasen mit der humanen cytosolischen f-Glucosidase

Eine humane cytosolische p-Glucosidase (hCBG) (Acc-No.: AF317840), mit hoher
Substratspezifitit fiir 4- und 7-O-Glucoside der Isoflavone, Flavonole, Flavone und
Flavanone wurde bereits beschrieben (Berrin et al. 2002, 2003). Umgesetzt wurden
Naringenin-7-O-glucosid, Eriodictyol-7-O-glucosid, Daidzein-7-O-glucosid und die 7- und
4°-0-Glucoside von Luteolin und Quercetin. Dagegen hydrolysiert das Enzym keine 3-O-
Glucoside.

Auffillig ist, dass auch EXGI1, SPR1 und YIROO7W die 7- und 4°-Glucoside hydrolysieren,
3-O-Verbindungen von Flavonolen und Flavonen (und vermutlich Flavanen) dagegen nicht
(Tab. 6). Der einzige Unterschied in den Substratspezifititen von Hefeglucosidasen zur hCBG
betrifft Anthocyane, da Berrin et al. (2002, 2003) keinen Umsatz von Kuromanin und Cyanin
messen konnten, wohingegen die Hefeenzyme EXG1 und SPR1 Kuromanin hydrolysieren
(Tab. 6).

Die rdumlichen Strukturen von hCBG und EXG1 aus C. albicans wurden durch
Rontgenkristallographie ermittelt (Berrin 2003, Tribolo et al. 2007). Das aktive Zentrum der
humanen CBG liegt in einer Tasche von 16 A Tiefe, wobei die Bindestelle fiir den
glucosidischen Rest am Grund des aktiven Zentrums, die Bindestelle fiir das Aglykon
dagegen am Eingang der Tasche lokalisiert wurde. Die katalytisch aktiven Reste Glu'® und

Glu*” und vier tiberwiegend hydrophobe Reste His'?’, Phe'”!, Trp417 423

und Trp ™, sowie Gln”,
Arg75, Asn164, Tyr309 und Glu*** sind hochkonserviert in den Familie 1-Glucosidasen und
gruppieren sich alle um das aktive Zentrum.

Noch vor Aufkldarung der Kristallstruktur erzeugten Berrin et al. (2003) vier Punktmutationen
in hCBG (Val '®Tyr, Phe **Ser, Tyr’*Ala und Tyr’®*Phe).Die Auswahl der zu mutierenden
Aminosduren wurde aufgrund eines 3D-Modells getroffen.. Die Autoren beobachteten eine
Verringerung der katalytischen Aktivitdt der Mutanten mit Flavonoidglucosiden oder pNPG-
Glucosiden als Substrat. Die Mutationen Phe **Ser, Tyr'®Ala, Tyr’”Phe hatten einen

dramatischen Effekt auf die Aktivitit, egal welches Substrat genutzt wurde, wihrend die
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ValléSTyr Mutation die Hydrolyse von Flavonoidglucosiden stidrker verringerte als die von
pNPG. Die drei Aminosduren Val, Phe und Tyr gehoren zu einem Cluster von hydrophoben
Aminosduren in der Aglyconbindestelle nahe der glycosidischen Bindung, wobei Val
besonderen Einfluss haben soll. Nach Kenntnis der Kristallstruktur wurde mit Quercetin-4"-
O-glucosid ein Modell zur Katalyse erstellt, das die fritheren, durch ,site-directed-
mutagenesis* gewonnen Ergebnisse bestitigte (Tribolo et al. 2007).

Das Alignment von hCBG mit EXG1, SPR1 und YIROO7W (Abb. 47) zeigt insgesamt relativ
wenig Ubereinstimmung. Allerdings scheint das katalytisch wichtige Val (Val'® in hCBG) in
EXG1 und SPR1 konserviert zu sein. Die anderen angeblich relevanten Aminosiduren im
aktiven Zentrum fanden sich nicht in den Sequenzen von EXGI1, SPR1 oder YIROO7W (nicht
dargestellt). Um die Bedeutung dieses Val fiir die Aktivitit der Enzyme mit Flavonoid-
Glucosiden zu iiberpriifen, sollte versucht werden, EXG1 und SPR1 ebenfalls an dieser Stelle

Zu mutieren.

EXG1 D mmm DDPYVSGLQOESYLDQATGWARNNSLK-—-VW 171
SPR1 R T HDPYVTAEQEYFLDRAIDWARKYGLK-—-VW 172
YIROO7W EGIECTIDQYKRTFFGFSKGKPCTINPKGKKAWLSAEERDATDAKYNWERNPEWKPDTCI 360
hCBG ES————m— e FDKYAQFCFSTFGDRVKOWITINEAN-—-VL 169
. * * .
EXG1 VDLHGAAGSQNGFDNSGLRDSYKFLEDSNLAVTTNVLNYTLKKYSAEEYLDTVIGIELIN 231
SPR1 IDLHGAAGSQNGFDNSGLRDSYKFLEDENLSATMKALTYTLSKYSTDVYLDTVIGIELLN 232
YIROO7W WKLHGVWEIQNGKRPVLLKPNYFSQPDATVF INNHFVDYYTGIYNKFREFDQELFITIQP 420
hCBG SVMSYDLGMFPPGIPHFGTGGYQAAHNLIKAHARSWHSYDSLFRKKQKGMVSLSLFAVWL 229
. * . * . . .
EXG1 EPLGPVLDMDK——————— == e MKNDYLAPAYEYLRNNIKSDQVIIT 267
SPR1 EPLGPVIDMER-—————— == m e LKNLLLKPAYDYLRNKINSNQTIVI 268
YIROO7W PVMKPPPNLQNSKILDNRTICACHFYDGMTLMYKTWNKRIGIDTYGLVNKKY SNPAFAVV 480
hCBG EPADPNSVSDQE————————————————— AAKRAITFHLDLFAKPIFIDGDYPEVVKSQI 272
* . . .
EXG1 HDAFQPYNYWDDFMTENDGYWGVTIDHHHYQVFASDQLERSIDEH-—-IKVACEWGTGVL 324
SPR1 HDAFQPYHYWDGFLNDEKNEYGVT IDHHHYQVF SQVELTRKMNER—~~TKTACQWGKDAV 325
YIROO7W LGENNTRKCTRKQLSEMQKDAKSMLGKKVPVFFTETGIPFDMDDKKAY ITNDYSSQTAAL 540

hCBG ASMSQKQGYPSSRLPEFTEEEKKMIKGTADFFAVQYYTTRLIKYQ-——————— ENKKGEL 324

Abb. 47: Ausschnitt des Polypeptidalignments von hCBG mit EXG1, SPR1 und, YIR007W. Die

von Berrin ef al. (2003) mutierten Aminosduren sind fett gedruckt (Val 168, Phe 225, Tyr3 08y,

Die drei Hefe-Enzyme gehoren der Familie 5-Glucosidasen an, die hCBG der Familie 1.
Beide Familien werden aufgrund von Ahnlichkeiten in der 3D-Struktur zum Clan GH-A

gruppiert. Deshalb werden @hnliche Substratbindestellen fiir beide Familien erwartet.
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5.10 Mutagenesestudien mit EXG1 und SPR1

Mutationen wurden nur fiir EXG/ und SPR1 geplant, da die Sequenz von YIRO07W deutliche
Abweichungen zeigte (Abb. 42 und 47). Fir dieses Enzym ist ein gesondertes Modell
erforderlich.

Die Aminosidure Val'®® wurde in EXG/ und SPRI durch Amplifikation (II1.10.4.3) mit den
Primerkombinationen mEXG1{f-mEXGIr bzw. mSPR1{-mSPR1r (VIL Tab. 8) zu Tyr ersetzt.
Nach Sequenzanalyse wurden die beiden Proteine in S. cerevisiae-Zellen exprimiert.

Die Expression der mutierten Proteine mEXG1 und mSPR1 wurde mittels Western-Blot und
Vergleich mit den nicht-mutierten Enzymen {iiberpriift. Beide Proteine wurden als His-tag

Konstrukte exprimiert (Abb. 48).

1 2 3 4 Abb. 48: Western Blot der His-tag markierten,
mutierten Enzyme mEXG1 und mSPR1 nach Reinigung
durch IMAC. Die nicht-mutierten Enzyme EXG1 und

slg’«——- = SPRI1 dienten zum Vergleich. Spur 1, mEXG1; Spur 2,
EXG1; Spur 3, mSPR1; Spur 4, SPR1.

Die iiber His-tag gereinigten Proteine wurden zum enzymatischen Test mit NAR-7-gluc
Substrat eingesetzt und Extrakte der Inkubationen durch DC (Abb.49) und HPLC (Abb. 50)
auf Produkte tiberpriift. Im Gegensatz zur nicht-mutierten SPR1- Kontrolle, konnten mEXG1
und mSPR1 das Substrat nicht zu NAR hydrolysieren. Die Mutation von Val wirkte sich also

negativ auf die Aktivitdat mit NAR-7-gluc aus.

1 2 3 4 5 6 Abb. 49: Test auf Glucosidaseaktivitit mit

NAR — - - Naringenin-7—gh‘1cosid. Die Ijlnz'yme waren als His-
tag Konstrukte in Hefe exprimiert und iiber IMAC

gereinigt worden. Die Extakte wurden auf

Zelluloseplatten in CAW aufgetrennt, die Detektion

erfolgte mit Echtblausalzlosung. Spur 1, mEXGI1;

s e Spur 2, mSPR1; Spur 3, SPR1; Spur 4, Kontrolle;
Spur 5, Naringenin-7 -glucosid; Spur 6, Naringenin.

Nar-7-
gluc

111



IV. Ergebnisse und Diskussion

Aos (A))
025+ Aos (AU)
1 03+ 1
021
025
015 02
014 015 2
05 011
005 |
0 4
0 4
005 . . .
0 5 10 15 20 008 ! ' ' !
0 5 10 15 2
A Retentionszeit (mir) B Petertionszzit (i)

Abb. 50: Test auf Glucosidaseaktivitit der mutierten Enzyme mEXG1 und mSPR1 mit
Naringenin-7-glucosid, dargestellt als reprisentatives Chromatogramm (A). Ein Test mit nicht
mutiertem Enzym SPR1 diente als Vergleich (B). Die Enzyme waren als His-tag Konstrukte in
Hefe exprimiert und iiber IMAC gereinigt worden. Die Chromatographie erfolgte nach
Protokoll 3. 1, Naringenin-7-glucosid; 2, Naringenin.

Damit konnte gezeigt werden, dass Val'”® (EXG1) bzw. Val'”' (SPR1), wie Val'® in hCBG,
eine wichtige Funktion fiir die Aktivitiat der Enzyme haben. Vermutlich ist auch in diesem

Fall die Bindestelle des Aglycons betroffen.

5.11 EXG1, SPR1 und YIR007W Knock out Hefestimme

Es blieb zu priifen, ob Hefestimme, bei denen die Gene fiir diese Glucosidasen ausgeschaltet
wurden, noch fihig sind, Flavonoidglucoside zu metabolisieren. Dazu wurden die Knock out
Hefestimme (Y02343: YIRO0O7W, Y02446: SPR1, Y05210: EXG1, Y00000: Wildtyp) fiir die
Enzyme EXGI1, SPR1 und YIROO7W von Euroscarf (Frankfurt) genutzt und zur
Biotransformation getestet. Die Knock out Hefestimme werden laut Euroscarf dadurch
hergestellt, dass das auszuschaltende Gen aus dem Genom restrigiert wird und durch ein
Kanamycinresistenz-Gen ersetzt wird. Als Substrat wurde wieder NAR-7-gluc verwendet,
welches von den nicht-mutierten Hefestimmen zu NAR umgesetzt wird. Dies sollte als Indiz
fiir Hefe-Transformanten dienen.

Die Hefestimme wurden bis zu einer ODgop von 1,2 in 50 mL Kultur angezogen (II1.11.3),
induziert und mit 20 mg NAR-7-gluc versetzt. Parallel wurde das Substrat in YPGE-Medium
bei 30 °C und 180 rpm inkubiert (Stabilitdtskontrolle). Nach 17 h Inkubation wurden Proben
entnommen, die Gesamtsuspension mit Ethylacetat extrahiert und mittels DC analysiert. Es
zeigte sich, dass in den Mutantenstimmen Y02343, Y02446 und dem zugehorigen Wildtyp
Y00000 das Glucosid abgespalten werden kann. Im Mutantenstamm YO05210 (mutierte
EXG1) war dagegen nahezu kein NAR detektierbar. Die nachweisbare Menge an NAR
entspricht in etwa der detektierbaren Menge in der Kontrolle (Abb. 51). Das gleiche Ergebnis
zeigte sich auch in der HPLC-Analyse (Protokoll 3), auch hier war die Umwandlung bei
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Y 02343, Y02446 und Y00000 zu NAR nachweisbar, in Y05210 dagegen nicht (Abb.54 A
und B).

Louandee 3 e 5 @6 g

— NAR-7-gluc

Abb. 51: Biotransformation von Naringenin-7-glucosid in den knockout-Hefestimmen Y02343
(Spur 1), Y02446 (Spur 2) und Y05210 (Spur 3). Als Kontrolle diente eine Biotransformation mit
dem Wildtyp Y00000 (Spur 4) und eine Inkubation in YPGE-Medium (Spur 5). In Spur 6 sind
die Referenzen (NAR und NAR-7-gluc) aufgetragen. Die Chromatographie erfolgte auf
Zelluloseplatten in CAW, die Detektion mit Echtblausalzlosung.

Zur weiteren Uberpriifung wurde ein Hefestamm, der die FNS I erfolgreich exprimiert,
herangezogen. Dieses Enzym ist nicht in der Lage Glucoside (z.B. NAR-7-gluc) zu spalten,
kann aber gerade deshalb als Modellsystem genutzt werden, da damit zusitzlich zu
untransformierten Hefezellen ein Expressionssystem zur Verfiigung steht, in dem das
erfolgreiche Ausschalten der entsprechenden Glucosidase iiberpriift werden kann.

Somit wurden aus den Mutantenstimmen Y02343, Y02446, Y05210 und dem Wildtyp
Y00000 kompetente Zellen hergestellt (III.10.13.1). Diese wurden anschlieBend mit den
Expressionskonstrukten der FNS I oder der FHT (zur zusitzlichen Uberpriifung mit einem
anderen Enzym der Flavonoidbiosynthese) transformiert und induziert. Aus der
Biotransformation mit NAR-7-gluc wurden nach 17 h Proben entnommen und mittels DC und
HPLC analysiert. Erfreulicherweise zeigte sich auch hier, dass der Stamm Y05210 NAR-7-
gluc nicht metabolisieren konnte, die mutierten Stimme Y02343 und Y02446 sowie der
Wildtypstamm (Y00000) dagegen schon. Aufgrund der exprimierten Enzyme war dann auch
bei 2343, Y02446 und Y00000 mit der FNS I Apigenin (Abb.52 und Abb. 54 C), mit der FHT
DHK (Abb. 53 und Abb. 54 E) detektierbar. Beides war in den jeweiligen Proben von
Y 05210 nicht bzw. nur in sehr geringer Menge nachweisbar (Abb.52 Spur 3, Abb. 53 Spur 3
und Abb.54 D und F).
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Abb. 52: Biotransformation von Naringenin-7-glucosid in FNS I transformierten knockout-
Hefestammen Y 02343 (Spur 1), Y02446 (Spur 2) und Y05210 (Spur 3). Als Kontrolle diente eine
Biotransformation im Wildtyp Y00000 (Spur 4) und eine Inkubation in YPGE-Medium (Spur
5). In Spur 6 sind die Referenzen (Naringenin-7-glucosid, Naringenin und Apigenin)
aufgetragen. Die Extrakte wurden auf Zellulose-Diinnschichtplatten in CAW aufgetrennt und
mit Echtblausalzlosung bespriiht.

— NAR

— DHK
— NAR-7-gluc

Abb. 53: Biotransformation von Naringenin-7-glucosid in FHT transformierten knockout-
Hefestammen Y 02343 (Spur 1), Y02446 (Spur 2) und Y05210 (Spur 3). Als Kontrolle diente eine
Biotransformation im Wildtyp Y00000 (Spur 4). In Spur S sind die Referenzen (Naringenin-7-
glucosid, Naringenin und Dihydrokimpferol) aufgetragen. Die Extrakte wurden auf Zellulose-
Diinnschichtplatten in CAW aufgetrennt und mit Echtblausalzlosung bespriiht.
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Abb. 54: Biotransformationen von Naringenin-7-glucosid in Mutantenstamm Y05210 (B) bzw.
mit FNS I (D) bzw. FHT (F) transformierten Mutantenstamm Y05210. Als Kontrollen
fungierten die jeweiligen Stimme Y 02343, Y02446 und Y00000, die jeweils als reprisentatives
Chromatogramm dargestellt sind (Kontrollen nicht transformiert (A), mit FNS I (C) bzw. FHT
(E) transformiert). Zusitzlich wurde eine Inkubation in YPGE-Medium mitgefiihrt (G).
1,Naringenin-7-glucosid; 2, Naringenin; 3, Apigenin; 4, Dihydrokiampferol.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass endogene Hefeglucosidasen in der Lage sind,
Flavonoide und andere natiirliche Substrate zu hydrolysieren. Diese Tatsache konnte fiir
Schwierigkeiten in Biotransformationen mit Hefezellen sorgen, in denen Glucosyltransferasen
(GTn) eingesetzt werden sollen. So =zeigte sich beispielsweise, dass pflanzliche
Flavonoidglucosyltransferasen =~ (FGTn)  nicht bzw. nur méfig aktiv  in
Biotransformationsexperimenten mit Hefezellen sind, wohingegen in Bakterienkulturen
deutlicher Umsatz zu erkennen war (personliche Mitteilung Simone Witte). Dieser Umstand
konnte auf die endogenen Glucosidasen in den verwendeten Hefestimmen zuriickzufiihren
sein. Jedoch gibt es auch einige Berichte von pflanzlichen Glucosyltransferasen die
erfolgreich in S. cerevisiae exprimiert werden konnten und zu aktiven rekombinaten Proteinen
bzw. erfolgreiche Synthese von natiirlichen Stoffen fiihrten. So wurde beispielsweise die
Klonierung eine GT aus Kartoffel und deren Expression in Hefe beschrieben (Moehs et al.
1997) Die Autoren klonieren die c¢DNA einer GT aus Kartoffel aus einer
Expressionsdatenbank, die das Substrat Solanin glucosidieren kann. Andere Autoren
(Poppenberger et al. 2006) etablierten einen S. cerevisiae Stamm, in dem verschiedene

A. thaliana GTn exprimiert werden konnen, die Zearalenon (ZON), ein Mycotoxin, zu
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Zearalenon 4-0O-glucosid (ZON 4-Glu) umwandeln konnen. Ausgehend von sechs GT-Genen
konnte ein Produkt gefunden werden, dass im Bioassay ZON zu ZON 4-Glu umwandelt. In
einem S. cerevisiae-Stamm, der diese GT exprimiert und der in ZON-haltigem Medium
angezogen wurde, konnte ZON-4-Glu mit einer Umsatzrate von 90 % gewonnen werden. In
beiden Studien wird keine Degradierung (Deglucosidierung) der Glucoside beschrieben, was
aber moglicherweise auch in den Substratpriferenzen der Hefeglucosidasen begriindet sein
konnte.

Dagegen wurde erst kiirzlich von einer erfolgreichen Expression einer FGT aus Dianthus in
S. cerevisiae berichtet, die Naringenin zu Naringenin-7-O-glucosid metabolisieren kann. Die
Autoren (Werner und Morgan 2009) beobachteten aber auch eine Deglucosidierung von
NAR-7-gluc zu NAR in Hefebiotransformationen und machten dafiir endogene Glucosidasen
verantwortlich. Sie bestédtigen damit die in dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungen.

Die eigenen Ergebnisse zeigen, dass EXG1, SPR1 und YIROO7W in vitro alle befihigt sind,
die Flavonoidglucoside zu metabolisieren, interessanterweise in vivo diese aber nur von
EXG1 umgesetzt werden. Huh ef al. (2003) haben die Proteinlokalisation in Hefen mittels gfp
analysiert und eine Datenbank (http://yeastgfp.ucsf.edu.) entwickelt, in der man den Ort der
Protein-Expression in der Zelle nachvollziehen kann. Sie beschreiben EXGI als ein Protein,
das in der Vakuole lokalisiert ist, YIROO7W ist im Cytoplasma zu finden. Fiir das Enzym
SPR1 waren keine Daten verfiigbar.

Das bedeutet, dass die glycosidischen Substrate in den Biotransformationen immer in die
Vakuole der Zelle transportiert werden miissen, da EXG1 dort lokalisiert sein soll und die
zugesetzten Substrate deglucosyliert werden.

Fiir S. cerevisiae sind verschiedene Membran-Transportmechanismen beschrieben worden.
Die Hefe verfiigt iiber ATP-abhingige Pumpen, Kanile und sekundire Transportsysteme,
wobei letztere am weitesten verbreitet sind. Das sekundére Transportsystem arbeitet mittels
Konzentrationsgradienten von Co-Transportmolekiilen, mit dem eine Vielzahl an Stoffen von
aulen nach innen transportiert wird (Nagata ef al. 2008). Des Weiteren konnen Stoffe iiber
Endocytose in der Zelle in die Vakuole gelangen. Die Vakuole verfiigt intern iiber einige
Hydrolasen wie z.B. Nucleasen, Phosphatasen, Lipases und Proteasen zur Spaltung von
Importsubstanzen, deren niedermolekulare Produkte ins Cytoplasma zur weiteren
Verwendung entlassen werden (Ostrowicz et al. 2008).

Uber welche Wege die zur Biotransformation angebotenen Substrate in die Zelle gelangen, ist
nicht geklart. Klar erscheint aber, dass das zugesetzte Substrat in die Vakuole der Hefezelle

gelangen muss, da dort laut Literatur EXGI1 lokalisiert sein soll. Dort wird dann
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moglicherweise der fiir die Zelle wertvolle Zucker abgespalten und metabolisiert oder
gespeichert. Mit dem Knock-out Hefestamm Y05210 fiir EXG1 konnte aber ein System
gefunden werden, in dem das zugefiigte NAR-7-gluc nicht mehr metabolisiert wird. In diesem

System sollte es zukiinftig moglich sein Flavonoid-Glucoside zu produzieren.

Es wurden zwar in der Literatur Glucosidasen aus verschiedenen Organismen beschrieben,
die in der Lage sind Flavonoidglucoside zu metabolisieren (Hsieh und Graham 2001, Hosel
und Barz 1975, Kuo et al. 2008, Marotti et al. 2007, Yang et al. 2004) fiir Glucosidasen aus
S. cerevisiae fehlten dagegen entsprechende Ergebnisse, die jetzt mit dieser Arbeit geliefert
werden konnten. Aus einer Vielzahl an Glucosidasen konnten drei bestimmt werden, die fihig
sind den Zuckerrest der Flavonoidglucoside in vitro abzuspalten. Daneben konnte die
Glucosidase die NAR-7-O-gluc und vermutlich weitere Flavonoid-7-O-glucoside in

S. cerevisiae in vivo metabolisiert, identifiziert werden.
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V. Zusammenfassung

Flavonoide sind eine im Sekundérstoffwechsel der Pflanze sehr bedeutende Stoffklasse und
gewinnen zunehmend an Bedeutung in Pharmazie und Lebensmittelindustrie.

Diese Arbeit sollte dazu dienen, verschiedene Systeme zur Herstellung von Flavonoiden zu
optimieren.

So sollte ein System zur Gewinnung glucuronidierter Flavonoide erstellt werden. Dazu schien
die humane UDP-Glucuronosyltransferase 1A1 (UGT1A1) geeignet, da sie in der Lage ist
verschiedene Flavonoide zu metabolisieren (Tukey und Strassburg 2000). In dieser Arbeit
konnte ein Test etabliert werden, mit dem mit (kiduflicher) UGT1Al die Flavonoide
Kéampferol, Apigenin, Genistein und Daidzein teils zu mehreren verschiedenen Produkten
glucuronidiert wurden. Zusitzlich wurde auch das kiinstliche Substrat Octylgallat und ein
Chalkon (Xanthohumol) umgesetzt. Versuche, die UGTIAI in Saccharomyces cerevisiae
(S. cerevisiae) und Nicotiana benthamiana zu exprimieren, scheiterten. Erfolgreich war
dagegen die Expression im Pichia pastoris-System. In anschlieBenden Tests warAktivitit der
UGT1A1 nachweisbar, die aber nicht ausreichend fiir gré8ere Synthesen war. Fiir kiinftige
Expressionsversuche sollten die Bedingungen weiter optimiert werden.

Isoflavone werden in einer Zweischrittreaktion aus Flavanonen (z.B. Naringenin) gebildet
(Steele er al. 1999, Akashi et al. 2005). Die beiden dafiir benotigten Enzyme
Isoflavonsynthase (IFS1) und 2-Hydroxyisoflavanondehydratase (HIDH) konnten in einem
S. cerevisiae-Stamm funktionell exprimiert werden. Markiertes Genistein wurde dabei aus
(25)- [44a,6,8- 14C]Neuringenin in einem Reaktionsansatz gewonnen. In Biotransformationen,
denen unmarkiertes Naringenin zugesetzt wurde, war nach anschlieBender Sdurezugabe
ebenfalls Genistein nachweisbar.

Zusitzlich wurden verschiedene wertvolle Flavonoide enzymatisch aus [14C]—2—Malony1—C0A
und Coumaroyl-CoA hergestellt. So gelang es radioaktiv markiertes Naringenin (3,24 uCi),
Eriodictyol (0,79 uCi), Kimpferol (14 uCi), Dihydroquercetin (0,46 uCi) und
Dihydrokidmpferol (0,79 pCi) im groeren Labormaf3stab und hoher Reinheit zu gewinnen.
Fiir die Optimierung von Biotransformationen sollte ein S. cerevisiae-Stamm, in dem die
Flavonsynthase I (FNS I) aus Petersilie erfolgreich exprimiert wird (Martens et al. 2001),
genutzt werden. Bei diesem Enzym handelt es sich um eine 2-Oxoglutarat-abhingige
Dioxygenase, die die Umwandlung von Flavanonen zu Flavonen katalysiert. Dabei scheinen
Hydroxylierungen an 5- und 4°-Position wichtig zu sein, da weder die Substrate

7-Hydroxyflavanon noch Pinocembrin-7-methylether, 2°- und 4°-Hydroxyflavanon oder
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6-Hydroxyflavanon akzeptiert wurden. Andererseits stort die Dreifachhydoxylierung des
B-Ringes wie in Pentahydroxyflavanon. Neben Naringenin erwiesen sich dagegen Hesperetin,
Eriodictyol, Homoeriodictyol, Pinocembrin und Liquiritigenin als geeignete Substrate fiir die
Bildung der jeweiligen Flavone. Neben den positiven Auswirkungen auf den relativen Umsatz
von Luftzufuhr, Zugabe der fiir die FNS I benotigten Cofaktoren und Erhohung der
Temperatur auf 37 °C, zeigten sich im Standardansatz zusitzlich positive Effekte durch Losen
des Substrates in Aceton. Nach einer Inkubationsdauer von fiinf Tagen konnte die grofte
relative Umsatzrate (85 %) bei einer Temperatur von 30 °C und Zugabe von Naringenin
gelost in DMSO erzielt werden. Das Produkt konnte dann mittels HSCCC zu 98 % gereinigt
werden. So konnte ein System etabliert werden in dem relativ einfach und effizient Flavone
synthetisiert werden konnen. Zusitzlich sind die Ergebnisse auch iibertragbar auf andere
Enzyme (z.B. CytP450-Monooxygenasen).

Beim Einsatz von  glucosidierten  Flavonoiden  (Naringenin-7-O-glucosid) in
Biotransformationen zeigte sich, dass die Hefe iiber endogene Glucoidasen verfiigen muss. Da
diese storend fiir Biotransformationen mit z.B. Glucosyltransferasen sein konnten, wurde nach
diesen gesucht, um sie im besten Falle ausschalten zu konnen. Zehn putative Glucosidasen
(BGL2, EXGI, SPR1, YIROO7W, SUC2, YGR287C, YJL216C, YILI72C, DSE 2 und CWH41),
wurden ausgewdhlt und exprimiert. In anschlieBendem Enzymtest konnten drei den o-
(YGR287C, YIL172C und YJL216C) drei weitere den f-Glucosidasen (EXGI1, SPR1 und
YIR007W) zugeordnet werden. Die relevanten f-Glucosidasen zeigten Priferenzen fiir die 7-
O und 4°-O-Glucoside der Flavanone, Flavone, Flavonole und Isoflavone. Ahnliche
Priferenzen zeigt eine humane cytosolische f-Glucosidase (hCBG, Berrin et al. 2002, 2003).
Mutationen die in hCBG zur Verringerung der Aktivitit fiihrten, konnten aufgrund von
Sequenzidhnlichkeiten auch erfolgreich bei EXG1 und SPR1 eingefiihrt werden.

Beim Test der Mutantenstimme fiir EXGI1, SPR1 und YIROO7W zeigte sich der
Mutantenstamm EXG1 (YO5210) nicht mehr fihig, das eingesetzte Substrat Naringenin-7-O-
glucosid zu metabolisieren. Auch in Biotransformationen von Naringenin-7-O-glucosid in
FNS I oder FHT transformierten knockout-Hefestamm YO5210 war keine Umwandlung mehr
detektierbar. Somit war ein Hefesystem gefunden worden, in dem in der Zukunft
Flavonoidglucoside hergestellt werden konnten, ohne dass die angehingte Glucose durch

endogene Glucosidasen abgespalten wird.
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Summary

Flavonoids are an important and highly diverse class of secondary metabolites that is
becoming increasingly significant for the food and drug industry. The major objective of this
work was to optimize several systems for biotechnological flavonoid production.

One of the goals was to establish a method for the generation of flavonoid glucuronides. The
human UDP-glucuronic acid transferase UGT1A1l is known to accept various flavonoids
(Tukey and Strassburg 2000) and seemed therefore a suitable candidate for biotechnological
applications. In an in vitro assay developed in this work, (commercial) UGT1A1 has been
used to catalyze the glucuronidation of kaempferol, apigenin, genistein and daidzein. With
some of the named substrates, the assay yielded multiple products whose structure requires
elucidation. In addition, UGT1A1 produced glucuronides with a pseudosubstrate octylgallate
and the chalcone xanthohumol. The attempted heterologous expression of UGTI1Al in
Saccharomyces cerevisiae and Nicotiana benthamiana didn’t result in detectable
glucuronidation activity. Successful expression was achieved after choosing Pichia pastoris
as a host. The UGT1Al activity was measurable but insufficient to support large-scale
synthesis. Optimization of expression procedure is necessary to increase the efficiency of the
system.

Isoflavones, a pharmacologically relevant subclass of flavonoids, are derived from flavanones
such as naringenin in a two-step reaction (Steele et al. 1999, Akashi et al. 2005). Co-
expression of the two involved enzymes, IFS1 and HIDH, in one baker’s yeast strain,
isolation of the proteins followed by an in vitro reaction afforded radiolabelled genistein from
(25)- [4a,6,8- 14C]naringenin as starting point. In biotransformation experiments with
unlabelled naringenin, acidification of the yeast cell broth prior to product extraction was
necessary to retrieve genistein.

A number of radiolabelled flavonoids were enzymatically synthesized using ['*C]-2-Malonyl-
CoA and pC-CoA as starter molecules. The optimized procedures lead to production of
naringenin (3,24 uCi), eriodictyol (0,79 upCi), kaempferol (14 pCi), dihydroquercetin
(0,46uCi) and dihydrokaempferol (0,46 uCi) in high yield and purity.

Optimization of the biotransformation methods was conducted utilizing the S. cerevisiae
strain harbouring a construct for the expression of parsley FNS I that was demonstrated to be
active previously (Martens et al. 2001). To explore the catalytic capacities of this 2-ODD, its
substrate specificity was determined with a variety of flavonoids. Neither 7-OH-flavanone nor

pinocembrin-7-methyl ether nor 2’- nor 4’- nor 6-hydroxyflavanone was converted, indicating
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the 5- and 4’-OH residues are essential for the substrate recognition. A tri-hydroxylated B-
ring as found in pentahydroxyflavanone appears to be bulky to fit into the binding site too. Of
the compounds screened here, hesperetin, eriodictyol, homoeriodictyol, pinocembrin and
liquiritigenin were accepted as substrates in addition to NAR. Variation of biotransformation
procedure revealed that supplementing the media with oxygen and dioxygenase cofactors
during incubation enhanced the turnover efficiency. Besides, using acetone as solvent for the
substrate (NAR) and increasing the cultivation temperature to 37°C were beneficial for the
overall yields. Maximal relative turnover of 85% was measured after a five-day incubation at
30°C, with NAR supplied in DMSO as solvent. Purification using HSCCC afforded 98% pure
apigenin. Summarizing, the method established here allows for a relatively simple and
efficient production of flavones. The findings and conclusions of the optimization process are
applicable to further relevant enzymes, such as P450-monooxygenases. Hydrolysis of
glucose-conjugated flavonoids (NAR-7-O-gluc) by transformed and wild-type yeast was
observed in the course of biotransformation studies. It implied baker’s yeast possesses
endogenous glucosidases capable of cleaving the sugar off at least some flavonoid glucosides,
thus limiting the range of potential biotransformation substrates, e.g. rendering the production
or processing of glucosides impossible. In order to identify the responsible enzyme(s) and if
possible, knock them out, ten putative O-glucosidases (BGL2, EXGI1, SPR1, YIROO7W, SUC2,
YGR287C, YJL216C, YILI72C, DSE 2 und CWH41), were selected, episomally expressed in
yeast and their catalytic properties analyzed. While three of the studied enzymes were o-
glucosidases (YGR287C, YIL172C and YJL216C) and three other proteins (EXG1, SPR1 and
YIR007W) demonstrated S-glucosidase activity, preferring 7-O- and 4’-O glucosides of
flavanones, flavones, flavonols and isoflavones. Similar regiospecificity has been reported for
the human cytosolic S-glucosidase (hCBG, Berrin et al. 2002, 2003). Residues whose
alteration negatively affected hCBG’s affinity for flavonoid glucosides could be tentatively
identified 1in glucosidases studied here. Subsequent site-directed mutagenesis of
corresponding moieties revealed deleterious effect on their activity with flavonoid glucosides.
Subsequent tests with yeast strains deficient in respective glucosidase genes disclosed one of
the mutants, EXG1 (YO5210), was unable to catabolise the fed substrate NAR-7-glc. After
being transformed with expression constructs for FNSI and FHT, the YO5210 strain was
again found to be incapable of cleaving the naringenin glucoside in a biotransformation
experiment, as no apigenin being detectable. Hence, a yeast system suitable for the future

production and manipulation of flavonoid glucosides has been identified.
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VIl. Anhang

Tab. 8: Verwendete Primerkombinationen mit entsprechender Annealingtemperatur.

Gen forward und reverse Primer Annealing
temp

BGIL2 BGL2_for ATAATGCGTTTCTCTACTAC 55°C
BGL2_rev TGAAAAGTCACAGTCCAAG

EXGI EXGI1_for ATAATGCTTTCGCTTAAAAC 55°C
EXGI1_rev GTTAGAAATTGTGCCACATT

mEXG] mMEXG1f:AACAGCTTGAAATATTGGGTTGATTTGCATGG 55°C
mEXGIr: CCATGCAAATCAACCCAATATTTCAAGCTGTT

SPRI SPR1_for ATAATGGTTTCGTTCAGAGG 50 °C
SPR1_rev ATGACATTGGTTAGGATATTT

mSPR] mSPR1f: TATGGTTTGAAATATTGGATTGATCTTCATGG 55°C
mSPRIr: CCATGAAGATCAATCCAATATTTCAAACCATA

YIROO7W | YIROO7W_for ATAATGCCTGCCAAAATACAC 50 °C
YIR007W_rev GCTGATAACGCATTCCGC

SUC2 SUC2_for ATAATGCTTTTGCAAGCTT 48 °C
SUC2_rev TTTTACTTCCCTTACTTGGA

YGR287C | YGR287CfH ATAATGGATGACTATTTCTTCTGCA 55 °C
YGR287CrH TTCGCTGATATATATTCTTCC

YJI216C | YIL216C_for ATAATGACGATCATCCATAAT 50 °C
YIL216C_rev CTTCAACAAGTAAAGTCTTC

YIL172 C | YIL172 C_for ATGACTATTTCTTCTGCACAT 52 °C
YIL172 C_rev TCATTCAGATATGTAAATTCT

DSE 2 DSE2_f ATAATGAAATTTAATTTTTCTAC 45 °C
DSE2_r AATGGTAACCGTAGCATAAA

CWH41 CWH41_H_f ATAATGCTTATTTCAAAATC 45 °C
CWH41_H_r GAAGCGTCCAAGGATG

UGTIAI UGT1A1_Bamf AAAGGATCCACCATGCTGGGA 57 °C
UGT1A1_Smar AAACCCGGGTTCTCAATGGG fiir pYeDP60;
UGT1A1_Bamf AAAGGATCCACCATGCTGGGA 60 °C
UGT1A1_Bamr CAAAGGATCCCTTCTCAATGGG fiir pPIC3BLA

IFS] GMIFS1_H CGATGTTGCTGGAACTTGC 60 °C

GMIFS1_R ACATAAAAAGCAACTGCGATGG

Tab. 9: Hefegene mit Glucosidasenaktivitét.

Gen Chromosom

BGL2 VII: 1058731 -1057790
EXGI XII:728957 - 730303
SPR1 XV:690696 - 692033
YIROO7W IX:370701- 372995
SUC2 IX:37385 - 38983
YGR287C | VII:1068998 - 1067229
YJL216C X:26086 - 24341
YILI72 C IX:18553 - 16784

DSE 2 VIII:385513 - 386490

CWH41

VII:446148 - 443647
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Verwendete Vektoren:

A

HIS3 pd4X3prom.
TRPI p4Xdprom.
LEU2 p4XSprom.
URA3 p4X6prom.

terminator
p4XXprom.

promuoter

CENG/ARSHA4 BamH 1
p41Xprom. Spe 1
§ Xba 1
2-micron
p42Xprom.
,,»"\ .p’:s"\ .ts*\
promoter : ‘H]]IIH‘ CYC1-tarminator
cvel S -{TITITIT
-287 -1
TEF [ ]
-402 -1
ADH R A S e T TR
1500 -1
GPD N TTTITITY

-6B0 -1

Abb. 55: p423GPD-Vektor (Mumberg et al. 1995), Selektionsmarker HIS3 und Promotor GPD
sind markiert.

Hind lll 8859
Bam H
Xmnigs3p \ ECORIO25 BamMi1 o
Gsul 8370
Cfr1l)l822?\ s : Gaul 1040
Gau | 8080 ‘\\/‘//(\ PGK  pGAL S ANN1342
Gsu18004___ e wagx
rection o
P— on¢ ) Gsul1389
1 transcription URAZ N\ 11543
Xmn 17478 in Il 1744
= ~_—\-‘-“\-
Hind Il 7491 A3 e Xmn 11775
Cir10
Gsul 7269 pYeDPGD 11813
EcoRv 7154 9265 bp Hind Wil 1883
ori E. coli
¥mn | 2847
Afl 1 6299
: Gsul 3560
Crr 01 5323/\ Pst13774
Gsul 5321 Xmnl 4019
¥mnl4807  Pwll4113

Abb. 56: Hefeexpressionsvektor pYeDP60 Vektor (Pompon ef al. 1996).
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Amp®
P R

i, _— 5 AOX1 promoter fragment
) Mcs

3" AOX Transcription
Terminator (TT)

ColE1 origin

pPIC3-BLA
9649 bp

3' AOX1 fragment
HIS4 ORF

a-Factor Signal Peptide T .
ranscription
YPT1 promoter B-lactamase terminator
Sph 1 (7 Sph | (1891)

YPT1-alphaMF-BLA-TT
1891 bp

Abb. 57: P. pastoris Expressionsvektor pPIC3-BLA (Smilovié et al. 2007).

B

WSp(B)Sm(PRIBgBC H[S] X (A

BgIIIE, Bglll _ BamHI _ Bglll v
j—b—‘\q_ags-ter | TL] AmasPmas | Aoes | Aoes I Aocs H Pnos|  hptll [tAgﬂ—Pj— E1803

I ciicnpHT pE1801
pMSP-2 T T ~8 kbp

PR pE1913
Abb. 58: pE1801- Vektor (Lee et al. 2007).
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