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Zusammenfassung

Die Diplomarbeit befasst sich mit der Expression und Reinigung des Enzyms Chalkonsynthase (CHS)
und der Charakterisierung und Optimierung der von ihr katalysierten Bildung von Naringeninchalkon
mit anschliessender Zyklisierung zum stabilen Naringenin durch Zugabe von Chalkonisomerase (CHI).
Uberdies wurde die Akzeptanz der CHS gegeniiber einem weiteren Substrat, dem para-
Dihydrocoumaroyl-CoA untersucht und auch dieses mit Malonyl-CoA zum Produkt — Phloretin —
umgesetzt. Phloretin, ein Dihydrochalkon, ist ungewdéhnlich hoch konzentriert im Apfel vorzufinden.
Beide Reaktionen wurden charakterisiert und deren Kinetik miteinander verglichen.

Ein CHS-Klon aus dem Kulturapfel (Malus domestica) war bereits in einem pGEX-Plasmid fiir die
Expression in E. coli verfligbar, jedoch wurde trotz hoher Expressionsraten nur wenig aktives Enzym
gewonnen. Die Variation von Expressionsparametern (IPTG Menge, Temperatur, Dauer) lieferte keine
entscheidenden Verbesserungen. Die Transformation in den E. coli-Expressionsstamm BL21 koénnte
eine weitere Optimierung darstellen, jedoch wurde dieser Ansatz nicht weiterverfolgt, da der Wechsel
des Plasmids von pGEX zu pTrc einen so gewaltigen Verbesserungsschritt darstellte, dass die
Expression bereits zufriedenstellend war. Weitere Optimierungsschritte wie Induktormenge und
Abkihlen der Kulturen vor der Induktion, sodass die Expression nicht startet, bevor die Kulturen die
erforderten 28°C erreichen, lieferte hohe Mengen an aktivem Enzym, die fiir alle durchgefiihrten

Untersuchungen ausreichte.

Mit einer gereinigten Enzymlosung definierter Konzentration wurden die oben genannten, im
pflanzlichen Organismus ablaufenden Reaktionen in-vitro durchgefiihrt und kinetische Parameter wie
die Michaelis-Menten-Konstante Kuv sowie die maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vinax in Bezug auf
beide Reaktionsteilnehmer bei der Naringenin- bzw. Phloretinbiosynthese ermittelt. Der Vergleich der
kinetischen GroRRen weist nicht darauf hin, dass die CHS aus dem Apfel spezielle Eigenschaften in Bezug
auf die Phloretinsynthese besitzt. Die Sonderstellung, die der Apfel im Pflanzenreich aufgrund der
grolRen gebildeten Phloretinmenge einnimmt, muss daher einen anderen Grund haben.
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Abstract

This thesis focuses on the expression and purification of the enzyme chalcone synthase (CHS) and the
characterization of its reactions with two substrates. On the one hand, the formation of naringenin
chalcone from p-coumaroyl-CoA and malonyl-CoA was studied, as part of the prominent flavonoid
pathway, on the other hand, the formation of phloretin from p-dihydrocoumaroyl-CoA and malonyl-
CoA, which is most prominent in apple. To the assays forming naringenin chalcone a second enzyme,
chalcone isomerase (CHI) was added to promote the formation of the stable naringenin for detection
purposes. Both reactions were compared to each other to gain insight into the rare ability of the apple
to produce predominantly dihydrochalcones like phloretin and its derivatives.

A CHS gene cloned into a pGEX plasmid from the cultivated apple (Malus domestica) was available in
the research group. Although high expression rates could be obtained, most of the formed CHS was
insoluble due to the formation of inclusion bodies and was therefore inactive. The variation of various
expression parameters did not result in the production of active enzyme. Another CHS clone available
in the research group, cloned into a pTrc plasmid provided better results. Large amounts of active
enzyme were expressed, purified, and stored for later use in the enzyme assays.

A series of enzyme assays were conducted, and the formed products quantified by HPLC. Kinetic
parameters like the Michaelis-Menten-constant Ky and the maximum reaction velocity Vmax for both
cinnamoyl derivatives were determined and compared to each other. The results do not indicate that
the apple CHS is the key enzyme responsible for the formation of large amounts of dihydrochalcones
in its tissues. Even though the CHS prefers p-dihydrocoumaroyl-CoA as a substrate, Vmax was
considerably lower. In the end, the catalytic efficiency k.t of both reactions are quite similar. The
unusually high polyphenol content of apple tissues must therefore have other reasons.
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1 Einleitung

1.1 Flavonoide

Flavonoide sind in hoheren Pflanzen weitverbreitete sekundare Metabolite, die eine Reihe von
wichtigen Funktionen fir das Pflanzenwachstum und deren Entwicklung erfiillen. Unter anderem
geben Flavonoide den Bliiten ihre Farbe, die zur Anlockung von Bestaubern oder Abschreckung von
Fressfeinden dienen. Weiters erfolgt durch sie die Stimulation von Rhizobium-Bakterien in der Erde
und erhéhen dadurch deren Stickstofffixierung. Hohe  Absorptionskoeffizienten im
Wellenlangenbereich um 250 nm aller Flavonoide aufgrund des B-Rings und um 350 nm aufgrund der
konjugierten Carbonylgruppe (Sisa et al., 2010) verleihen den Pflanzen Schutz vor ultravioletter
Strahlung. Des Weiteren kdnnen Flavonoide in der Pflanze auch als Substrat herangezogen werden,
um rasch Derivate herzustellen um auf Bedrohungen wie Infektionen, erhdhte UV-Intensitat,
Herbivoren, oxidativen Stress oder anderen Stressoren wie atypisch hohe Konzentrationen von z.B.
Schwermetallen oder Sulfaten im Boden reagieren zu konnen (Taylor and Grotewold, 2005; Hassan
and Mathesius, 2012; Nakabayashi et al., 2014; Kuhn et al., 2016).

Strukturell leiten sich das Grundgerust der Flavonoide von Flavan (Abbildung 1-1) ab, einem Molekill,
das aus zwei Cs-Aromaten und einem sechsgliedrigen O-Heterozyklus besteht.

S} 4

Abbildung 1-1 Flavan ist die zugrundeliegende Struktur der Flavonoide. Substitutionen — vor allem Hydroxylgruppen —an den
unterschiedlichen Ringpositionen teilen die daraus resultierenden Molekiile in die unterschiedlichen Flavonoidgruppen, z.B.
Flavanole, Flavonole, Flavone, Flavanone, Anthocyanidine, etc. ein.

Das erste Flavonoid des pflanzlichen Flavonoid-Biosynthesepfads ist das Flavanon Naringenin, das
selbst Substrat einiger Enzyme ist um die zahlreichen unterschiedlichen Derivate der Flavonoide, wie
z.B. Flavonole, Anthocyanidine oder Polyphenole in den Pflanzen herzustellen. Naringenin entsteht aus

1
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der Zyklisierung von Naringeninchalkon, welches wiederum aus der Reaktion von para-Coumaroyl-CoA
und drei Molekilen Malonyl-CoA, katalysiert durch das Enzym Chalkonsynthase (CHS) entsteht.

1.1.1 Flavonoid-Biosynthese

Die Flavonoid-Biosynthese beginnt mit der CHS-katalysierten Reaktion von p-Coumaroyl-CoA, welches
im Phenylpropanoid-Biosyntheseweg aus der Aminosaure Phenylalanin entsteht, und drei Molekilen
Malonyl-CoA, welche durch Carboxylierung aus Acetyl-CoA entstehen, zum Naringeninchalkon (Austin,
Noel, 2003). Die Zyklisierung des C-Rings, in der die 2-OH-Gruppe des A-Rings mit der p-Coumaroyl-
Doppelbindung eine Michael-Addition ausfiihrt, passiert mit Hilfe des Enzyms CHI stereospezifisch.
Daraus resultiert das Flavanon Naringenin. Diese Zyklisierung findet jedoch auch ohne Enzym — vor
allem im basischen Milieu — unspezifisch statt. Aus den Flavanonen leiten sich dann alle weiteren

Flavonoide ab.

Die oxidative Zyklisierung des Chalkons kann jedoch unter Einwirkung eines anderen Enzyms, der
Aureusidinsynthase auch einen flinfgliedrigen Ring ergeben, wodurch die Substanzklasse der Aurone
gebildet wird (Toru Nakayama et al., 2001).

In den Abbildung 1-2 sieht man im oberen Rechteck die Entstehung von p-Coumaroyl-CoA im
Phenylpropanoidweg, das daraufhin mit drei Molekiilen Malonyl-CoA die Reaktion eingeht, die zum
Chalkon und dem Ursprung des Flavonoid-Biosynthesewegs (unteres Rechteck) fiihrt (Yu and Jez,
2008). Die Abkiirzungen der Enzyme sind in Tabelle 1-1 alphabetisch sortiert einsehbar.

4CL 4-Coumarat-CoA-Ligase

ANS Anthocyanidin-Synthase

AUS Auron-Synthase

C4H Zimtsaure-4-Hydroxylase

CHI Chalkon-lsomerase

CHR Chalkon-Reduktase

CHS Chalkon-Synthase

DFR Dihydroflavanol 4-Reductase
F3'5'H Flavonoid-3'5'-Hydroxylase
F3H Flavonoid-3-Hydroxylase

F3'H Flavonoid-3'-Hydroxylase

FLS Flavonol-Synthase

FNS Flavon-Synthase

HID 2-Hydroxyisoflavanon-Dehydratase
IFS 2-Hydroxyisoflavanon-Synthase
LCR Leukoanthocyanidin-Reduktase
PAL Phenylalanin-Ammoniak-Lyase

Tabelle 1-1 Abkiirzungen der im Flavonoid-Biosynthesewegs beteiligten Enzyme
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Abbildung 1-2 Flavonoid-Biosynthese. Aus dem Phenylpropanoidweg (oberes Rechteck) entsteht 4-Coumaroyl-CoA, welches
mit 3x Malonyl-CoA, das Naringeninchalkon bildet. R, R and R” entsprechen -H oder -OH. Die Abkiirzungen der Enzyme sind

in Tabelle 1-1 nachzulesen
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1.2 Phlorizin/Phloretin

Phloretin, und sein 2-OH-Glycosid Phlorizin, sind Dihydrochalkone, eine Unterklasse der Flavonoide,
die in der Natur nur selten vorzufinden ist. Eine bedeutende Ausnahme stellt der Apfel dar. In Malus
kann der Phloretingehalt in manchen Geweben bis zu 90% aller 16slichen Phenole ausmachen (Gosch
et al., 2009; Gosch et al., 2010a).

Dihydrochalkone unterscheiden sich von den Chalkonen durch die Sattigung der a-B-Bindung, einem
Merkmal, dass eine Zyklisierung, wie sie bei den Chalkonen geschieht unmaoglich macht. Die Debatte
bei welchem Schritt der Biosynthese diese Doppelbindung reduziert wird ist mittlerweile
abgeschlossen. Phloretat-CoA oder p-Dihydrocoumaroyl-CoA, die reduzierte Form von p-Coumaroyl-
CoA, entsteht unmittelbar aus dieser, da Phloretinbildung in in-vitro Experimenten durch Inkubation
von Pflanzenextrakten gelang, wenn p-Coumaroyl-CoA anwesend war (Gosch et al., 2009; Gosch et al.,
2010a). Die Hypothese, dass die Chalkonsynthase fir die Bildung von Phloretin verantwortlich ist, ist
naheliegend aufgrund der strukturellen Verwandschaft zu den Chalkonen. Dies konnte zuletzt auch in
dieser Arbeit demonstriert werden. Die Suche nach dem Enzym, das diese Reduktion zu Phloretat-CoA
katalysiert ist jedoch weiterhin Gegenstand aktiver Forschung. Da die CHS aber ein weit verbreitetes
Enzym in der Flora ist, aber fast nur der Apfel Phloretin erzeugt scheint diese Reduktase eine

Schlisselstelle in der Biosynthese von Phloretin einzunehmen.

1.2.1 Pharmakodynamik von Phlorizin/Phloretin
1.2.1.1 Renale Glukosurie

Phlorizin konnte bei intravenoser Gabe als Ausldser von renaler Glukosurie (Anwesenheit von Glucose
im Urin) identifiziert werden (Booth et al., 1958). Das bedeutet, dass Phlorizin (jedoch nicht Phloretin),
die Wiederaufnahme von Glucose aus dem Primarharn unterbindet und die Glucose somit iber den
Urin ausgeschieden wird (Shapiro, 1947). Injektion von Phloretin, Naringenin oder Naringin sowie die
orale Gabe von Phlorizin wiesen diese physiologische Wirkung nicht auf (Booth et al., 1958).

Da die IV Gabe von Phlorizin den Blutzuckerspiegel senkt, sind potenzielle Anwendungen in der
Therapie von Diabetes oder Adipositas denkbar (Najafian et al., 2012).

1.2.1.2 Osteoporose

Osteoporose ist eine Krankheit der Knochen, die deren Masse und Festigkeit beeintrachtigt und deren
Briichigkeit erhoht. Eine Ursache fiir Osteoporose sind u.a. Entziindungsreaktionen, die z.B. in
postmenopausalen Frauen aufgrund von erhdhter proinflammatorischer Cytokinproduktion vermehrt
auftreten (Ralston, 1994; Pacifici, 1998). Orale Gabe von Phlorizin verminderte die Gewichtszunahme,
die man manchmal mit dem Abfall der Sexualhormonproduktion nach der Menopause in Verbindung
bringt, jedoch auch die Gewichtsabnahme, die mit Entziindungsreaktionen einhergeht. Es ist daher
moglich, dass Phlorizin gegen Osteoporose postmenopausalen Frauen, die keine
Hormonersatztherapie durchfiihren wollen, hilfreich ist. Da Phloretin auch als Phytohormon schwache
Wechselwirkung mit dem Ostrogenrezeptor aufweist (Miksicek, 1993), kénnte dies eine weitere

Ursache fir die schitzende Wirkung gegen Osteoporose nach der Menopause sein. Die

4
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Zusammenhange werden jedoch noch in Frage gestellt (Patisaul and Jefferson, 2010). Die
antioxidativen Eigenschaften von Flavonoiden im Allgemeinen, die freie Radikale, die auch den
Knochenabbau férdern, abfangen, sind wahrscheinlich ebenfalls an der Pravention von Knochenabbau
beteiligt (Puel et al., 2005).

1.3 CHS

Die Chalkonsynthase ist ein in hoheren Pflanzen allgegenwartiges Enzym, das zu der Familie der
Polyketidsynthasen (PKS) gehort, im speziellen zu der Typ Il PKS. Die Polyketidsynthasen stammen
vermutlich von den Fettsdurensynthasen (FAS) ab, und teilen mit ihnen die B-Ketosynthaseaktivitat die
die Kopf-Schwanz-Verknipfung von -CH,-CO- Bausteinen in einer wachsenden Polyketidkette
katalysieren. Wahrend in den FAS diese Polyketidkette reduziert und dehydriert wird, um lange inerte
Kohlenwasserstoffketten zu produzieren, bleiben bei der Reaktion in den PKS-Enzymen diese
Reduktionen aus um mit den verbleibenden polaren Ketogruppen eine Vielzahl unterschiedlicher
Reaktionen, wie zum Beispiel Zyklisierungen zu ermdglichen.

Die CHS liegt als Homodimer vor, mit einer MonomergrofRe von 42 — 45 kDa. Die beiden Monomere
agieren unabhangig voneinander, da es selbst bei Inaktivierung eines aktiven Zentrums zur
Produktbildung kommt (S. Tropf, B. Karcher et al, 1995). Aus Untersuchungen der Kristallstruktur von
CHS konnte man drei konservierte Aminosduren im aktiven Zentrum identifizieren die eine essenzielle
Rolle fiir dessen Funktion darstellen (siehe Abbildung 1-3, nachgezeichnet aus Austin, Noel, 2003, S-
88). Cys164 ist aufgrund einer Sdure-Basenreaktion mit dem rdumlich nahen His303 deprotoniert und
sorgt als starkes Nucleophil dafiir, dass das Startsubstrat — z.B. p-Coumaroyl-CoA — an der
Carbonylgruppe unter Abgang des SCoA-Rests kovalent gebunden wird. His303 und Asn336 orientieren
das Substrat raumlich durch Wasserstoffbriickenbindung mit dem Carbonylsauerstoff und stabilisieren
den tetrahedralen Ubergangszustand bei der Erstsubstitution, sowie bei den folgenden Angriffen der
Acetylcarbanionen bei der Kettenverlangerung. Das Zweitsubstrat — Malonyl-CoA — wird Uber den
Sauerstoff des Thioesters via Wasserstoffbriickenbindung von His303 und Asn336 stabilisiert und zur
Decarboxylierung am C; bewegt. Das entstandene Acetylenolat attackiert die Carbonylbindung des am
Cys164 gebundenen Startermolekiils und das nun um 2 C-Atome verlangerte Intermediat eliminiert
das Cys164-Thiolat. Ohne nochmal dazwischen protoniert zu werden attackiert das Thiolat von Cys164
die neue endstandige Carbonylgruppe des Thioesters und , hantelt” sich somit ans neue Kettenende
weiter. Dieser Prozess der Kettenverlangerung wird zwei Mal wiederholt, bis die CHS Bindungstasche
voll ist. (Austin, Noel, 2003) Schlussendlich zyklisiert das lineare Tetraketid in einer intramolakularen
C6 -> C1 Claisen-Kondensation zu einem ,Cyclohexantrion®“-Ring, der sich unverziiglich in seine
tautomere aromatische Form umlagert. Bei pH-Werten <8 liegt Phloroglucinol rein aromatisch vor und
zwischen pH 8 und 14 zum Teil in einer 2,5-Cyclohexadienon Form. In 3 C-NMR und UV-VIS Versuchen
kann in freier Loésung auf der gesamten pH-Skala keine Hexantrion-Spezies detektiert werden (D.
Wang, K. Hildenbrand et al., 1993). Innerhalb der Bindungstasche eines Enzyms kdnnte dies jedoch
anders sein.

Untersuchungen an Mutanten, die die Zyklisierungsaktivitat der CHS hemmen, ergaben, dass weiterhin
Tetraketide entstehen: Ein Beleg, dass das Ende der Kettenverlangerung nicht von der Zyklisierung
5
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abhangt. Hinweise deuten darauf hin, dass die Zyklisierung spontan erfolgt, jedoch gibt es in der CHS
— nicht jedoch in allen Typ Il PKSen — einige weitere konservierte, inerte Aminosauren im aktiven
Zentrum, die fur die sterische Orientierung der Tetraketidkette und dadurch Beglinstigung der

Zyklisierung eine groRRe Bedeutung spielen kdnnten.

Folgende Tatsachen deuten darauf hin, dass CoA-gebundene Intermediate dieser
Kettenwachstumsreaktion das katalytische Zentrum der CHS verlassen:

e  Mit hdherer Konzentration von Mercaptoethanol oder anderen reduzierenden Thiolen bei in-
vitro Assays wird beobachtet, dass weniger Chalkon und mehr trunkierte Produkte entstehen.
Da die Bindungstasche der CHS sehr schwer zuganglich ist, ist es wahrscheinlich, dass solche
Nebenprodukte aulRerhalb des Enzyms entstehen, wo ihre CoA-Bindung gespalten werden
kann und sie hiermit inert fiir die CHS werden.

e Lineare Polyketide bilden im sauren Milieu Lactone. Die Ansduerung von Assays mit CHS-
Mutanten, die in ihrer Fahigkeit zur Zyklisierung eingeschrankt wurden, ergeben einen
héheren Anteil von Lacton-Produkten.

e  Weitere Hinweise fiir die Ein- und Ausdiffusion von Intermediaten liefern Untersuchungen von
der Biosynthese von reduzierten Chalkonen in Assays die CHS und CHR enthalten. Zum Ersten
wird Chalkon selbst nicht als Substrat der CHR (daher spricht man heute zumeist von einer
PKR, statt einer CHR) akzeptiert, daher muss das Substrat die lineare Polyketidkette oder das
nicht-aromatisierte Trion sein. Des Weiteren ist es der CHR in einem mixed assay mit CHS nur
moglich einen Teil der Chalkone zu reduzieren, wie es zu erwarten ware, wenn die Reduktion
der CHR sowie Zyklisierung und Aromatisierung der CHS miteinander konkurrieren. (Austin,
Noel, 2003)

1. Beladung 2. Kettenverlingerung

>Cyj;4 2a. Decarboxylierung ﬁ,; 2b. Substitution ﬁ%
; P - / S-CoA
! y 4 :
H H* CoA (*@;5 H
O, 0. i :

NH NH Oy -NH
Asngsg Aﬁ( Asng(

Abbildung 1-3 Der gegenwdrtig akzeptierte Reaktionsmechanismus der CHS, mit Beladung (R entspricht dem Rest der p-
Coumaroyl Spezies), Malonyl-CoA-Decarboxylierung, und Kettenverldngerung mit einem -CH,C=0- Baustein unter
Eliminierung der Cysiss. Bei der Synthese von Naringeninchalkon wird Schritt 2 dreimal wiederholt.

Neuere Publikationen schlagen aufgrund der Kristallstruktur der CHR und in-silico modellierten
Docking-Szenarien des Substrats vor, dass das cyclische Trion das Substrat der CHR sei (E. K. Bomati et
al., 2005).



Die approbierte gedruckte Originalversion dieser Diplomarbeit ist an der TU Wien Bibliothek verfligbar

The approved original version of this thesis is available in print at TU Wien Bibliothek.

M Sibliothek,
Your knowledge hub

In der nachfolgenden Abbildung 1-4 sieht man die Reaktionsabfolgen, die von der CHS katalysiert

werden. Es entsteht Naringeninchalkon, dass mit CHI zu Naringenin reagiert, oder, bei Anwesenheit

von CHR zum Isoliquiritigenin, bzw. dem CHI katalysierten ringgeschlossenem Produkt Liquiritigenin.

OH OH

| 1. Beladung, 2. Kettenverlangerung

CoA” } ; ; R =

0 Malonyl-CoA CO; CoA-5 O O

Malonyl-CoA
} CHsS
(Kettenverlangerung)
CHR
NADPH NADP*

Malonyl-CoA
CHS
(Kettenverlangerung)
OH
CHR
?---
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NADP*

CHS
(Zyklisierung)

NADPH NADP*

CHS
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Abbildung 1-4 Reaktionsintermediate und -produkte der CHS mit potenziellen Pfaden zu reduzierten Produkten via CHR. R’

entspricht entweder Coenzym A oder Cysigs der CHS.
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1.4 CHI

Die Chalkonisomerase (CHI) ist ein monomeres Enzym bestehend aus ca. 220-240 Aminosduren, das
die stereospezifische, intramolekulare Ringschlussreaktion von Naringeninchalkon bzw. 6'-
Desoxychalkon (Isoliquiritigenin) zu den jeweiligen Flavanonen (2S)-Naringenin und (2S)-Liquiritigenin
katalysiert (Jez et al., 2000).

Das aktive Zentrum der CHI ist eine schmale Spalte, die vorwiegend apolare Reste auf ihrer Oberflache
aufweist und dafiir sorgt, dass das Chalkon auf eine spezielle Weise raumlich angeordnet vorliegt und
freie Rotation sterisch unterbindet, sodass nur das biologisch relevante (S)-Enantiomer entstehen
kann. Val110 unterbindet eine Rotation des Trihydroxylringes, sodass die a,B-Doppelbindung nicht von
der ,falschen” Seite attackiert werden kann und Leu38 und Lys109 fixieren den Coumaroylteil. Co-
Kristalle flr die Kristallstrukturanalyse gelangen nur mit dem (S)-Enantiomer von Naringenin (Jez et al.,
2000).

Das Substratmolekiil wird von zwei Wasserstoffbriickenbindungen koordiniert, eine zwischen Thr190
und der 7-Hydroxylgruppe von Naringenin und die zweite von Tyrl06 (es sind jedoch weitere
Aminosauren an diesem H-Wasserstoffbriickennetzwerk beteiligt) Gber ein Wassermolekiil zu dem
Keton vom Chalkon, welche bei der sterischen Orientierung helfen und den tetragonalen
Ubergangszustand zu stabilisieren. In Assays mit CHI-Mutanten bei denen Tyrl06 mit Phe ersetzt
wurde, ist eine 100-fache Abnahme der katalytischen Effizienz (kwt/Km) zu verzeichnen.
Nichtsdestotrotz verlauft die Reaktion mit solch einem Mutanten schneller als die unkatalysierte
Zyklisierung, wobei die Wichtigkeit der sterischen Einflisse aufgezeigt wird (Jez et al., 2000).

=H: (S)-Liquiritigenin
=0H: (S)-Naringenin

Abbildung 1-5 Reaktionsmechanismus des von der CHI katalysierten Ringschlusses von Naringeninchalkon zu Naringenin (Jez
et al., 2000).
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1.5 Enzymkinetik

Die Kinetik ist das Teilgebiet der physikalischen Chemie, das sich mit der Untersuchung der
Geschwindigkeiten chemischer Reaktionen befasst. Die Enzymkinetik ist im speziellen die
Untersuchung enzymkatalysierter Reaktionen. In chemischen Reaktionen erster und hoherer Ordnung
ist die Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration abhangig. Dies gilt auch fir die
Enzymkinetik, jedoch beobachtet man, dass die Reaktionsgeschwindigkeit nur bei niedrigen
Substratkonzentrationen einen linearen Zusammenhang mit dem Substrat aufweist. In einem
Diagramm in dem man die Anfangsgeschwindigkeit Vo gegen die Substratkonzentration [S] auftragt
weicht der lineare Bereich einer sukzessiv abflachenden Kurve — einer Sattigungshyperbel. Die Kurve
nahert sich asymptotisch einer maximalen Reaktionsgeschwindigkeit Vma.x die — auf die eingesetzte
Enzymkonzentration bezogen — fiir das gegebene Enzym charakteristisch ist. Die Diffusion der Edukte
in das Enzym, die chemische Umwandlung zu den Produkten und deren Diffusion aus dem Enzym,
wirken limitierend, da kein freies Enzym mehr vorliegt, sodass durch weitere Substratzugabe die
Produktbildungsrate nicht weiter gesteigert werden kann.

Zur Beschreibung solcher Reaktionen haben im Jahr 1913 Leonor Michaelis und Maud Menten ein

Modell entwickelt, um das kinetische Verhalten von Enzymen zu beschreiben.

1.5.1 Die Michaelis-Menten-Gleichung [19]

Der entscheidende Punkt ihrer Uberlegungen beruht auf der Bildung eines Enzym-Substratkomplexes
[E] + [S] = [ES], der die Reaktion von Substrat zu Produkt Gber das Zwischenprodukt [ES] zweiteilt. Die
Bildung dieses Komplexes geht rasch vonstatten, sodass der Schritt des Zerfalls von [ES] in das Produkt

[P] und das freie Enzym [E] geschwindigkeitsbestimmend ist.

ki ks
E+S=ES=E+P
ko, k_,

Zu Beginn der Reaktion, wenn noch kein Produkt gebildet wurde, ist die Riickreaktion von E + P zu ES
vernachladssigbar und die Geschwindigkeit der Produktbildung ist einzig von [ES] (und der Konstante

k>) abhéngig:

Die Michaelis-Konstante Kum wurde als der Quotient aus der Summe der Geschwindigkeitskonstanten
mit der der [ES]-Komplex zerfillt bezogen auf die Geschwindigkeitskonstante, mit der er sich bildet,

definiert.

kg tk,

Ky 3
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Kwm hat die Einheit der Konzentration und ist ein wichtiger Parameter fiir Enzyme der Auskunft Gber die
Enzym-Substrat-Wechselwirkung gibt. K ist von der Substrat- und Enzymkonzentration unabhangig.

Eine wichtige Annahme in der Entwicklung der Michaelis-Menten-Gleichung wurde von George Briggs
und John Haldane postuliert. Die Annahme des FlieRgleichgewichts bedeutet das die Konzentration
des Zwischenprodukts [ES] zu Beginn der Reaktion, bei hoher [S], konstant bleibt, auch wenn sich die
Konzentrationen der Edukte und Produkte laufend dandern. Man kann dies folgend ausdriicken:

k,[E][S] = (k_1 + k3)[ES] (3)

In Worten: Die Geschwindigkeiten mit der der Enzym-Substrat-Komplex [ES] gebildet wird und mit der

er zerfallt sind gleich.

Durch Umstellen der Gleichung und Einsetzen unseres Ausdrucks (2) flr Ky erhalt man:

_ [E]IS]
[ES] = K., (4)

Da die Konzentration des Substrats die des Enzyms im Normalfall bei weitem Ubersteigt, kann man die

Konzentration des ungebundenen Substrats mit der Anfangskonzentration gleichsetzen. Die
Konzentration an freiem Enzym [E] entspricht der Enzymgesamtkonzentration [Et] minus [ES].

[E] = [Ex] — [ES] (5)
Wenn man Gleichung (5) in (4) einsetzt, erhalt man:
Elr —[ESDIS
s = (Bl = ESDIs) -
Ky
Nun wurde die unbekannte Konzentration des freien Enzyms eliminiert. Durch Umstellung der

Gleichung um alle [ES] auf einer Seite zu haben, ergibt sich:

[MFWMﬁ%EW)

Auch [ES] ist nicht zugdnglich, man kann es jedoch durch die Beziehung in Gl. (1) substituieren. Es folgt:

_ kalE]7[S]

“ Ky tis1 O

Vo

Als letzte Vereinfachung, setzen wir Vimax flir k2[E]r ein, da die Reaktionsgeschwindigkeit dann maximal
ist, wenn das Enzym gesattigt ist, also [ES] gleich [E]r ist, eine Voraussetzung, die bei hoher

Substratkonzentration gegeben ist.

Vmax [S]

“Kut]

Vo

Gleichung 9 st die Michaelis-Menten-Gleichung, die Geschwindigkeitsgleichung einer
enzymkatalysierten Reaktion. Bei geringen Substratkonzentrationen, also wenn Ky >> [S], kann man

10
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[S] im Nenner vernachldssigen und es zeichnet sich der lineare Zusammenhang der
Reaktionsgeschwindigkeit im Bereich niedriger [S] mit Anstieg Vima/Km ab:

V
Vo = M[g] (10)
Ky

Bei sehr hoher Substratkonzentration [S], kann man Ky vernachlassigen, und es folgt Vo = Vimax, dass die
Situation widerspiegelt, dass sich die Reaktionsgeschwindigkeit mit steigendem [S] asymptotisch
einem konstanten Wert nahert, der durch weitere Substratzugabe nicht weiter gesteigert werden

kann.

Ein interessanter Zusammenhang zwischen Ky und [S] ergibt sich auch, wenn man genau die Halfte der

Vmax

maximalen Geschwindigkeit betrachtet: V, = Dann resultiert aus der Michaelis-Menten-

Gleichung Ku = [S], das eine sehr nitzliche Definition von Ku darstellt: Kv entspricht der
Substratkonzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit der Halfte des Maximums entspricht und
dieser Wert dient als Mal fiir die Affinitat eines Substrats zu einem Enzym.

Vmax Und K sind enzymspezifische Kennzahlen, die von groRem Interesse fiir den Biotechnologen sind.
Sie sind fir eine Vielzahl von Enzymen in Datenbanken eingepflegt, sodass diese Werte leicht

zuganglich, einsehbar und vergleichbar sind.

1.5.2 Enzyminhibition

Enzyminhibitoren sind Stoffe, die eine enzymatische Reaktion stérend eingreifen und die
Reaktionsgeschwindigkeit herabsetzen oder sogar ganz zum Stillstand bringen. Viele wichtige
Arzneistoffe sind Inhibitoren, die gewisse zelluldre Prozesse verlangsamen oder zum Stillstand bringen.

Folgende Arten der Enzyminhibition unterscheidet man:

e Reversible Hemmung
o Kompetitive
o Unkompetitive
o Gemischte (nicht-kompetitive)

e Irreversible Hemmung

1.5.2.1 Kompetitive Hemmung

Bei der kompetitiven Hemmung konkurriert der Inhibitor mit dem Substrat um das aktive Zentrum des
Enzyms. Diese Inhibitoren dhneln den Substraten oft chemisch. In der Michaelis-Menten-Gleichung
dulert sich das durch eine Multiplikation von Ky mit einem Faktor a > 1 und setzt daher scheinbar die
Affinitat des Enzyms fir sein Substrat herab. Dies ergibt somit einen héheren Wert fiir die neue
,scheinbare” Kw. Typisch fiir die kompetitive Hemmung ist daher die hohere bendtigte
Substratkonzentration [S] bei der

11
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VO =

N |-

Vinax €rreicht wird, wahrend Vimax unbeeinflusst bleibt.

1.5.2.2 Unkompetitive Hemmung

Bei der unkompetitiven Hemmung, bindet der Inhibitor an eine allosterische Stelle des ES-Komplexes,
bildet dadurch einen ESI-Komplex, der die Umsetzung zum Produkt stért. Rechnerisch duBert sich das
durch die Multiplikation von einem Faktor a‘ mit [S] im Nenner der Michaelis-Menten-Gleichung. Bei
hohen [S], wird Vo in der Beziehung Vo = Vimax/a' herabgesetzt. Die scheinbare Kv wird erniedrigt, da

nun eine kleinere [S] notwendig ist, um Vnax zu erreichen.

1.5.2.3 Gemischte Hemmung

Gemischte Inhibitoren binden ebenfalls an einer allosterischen Stelle, jedoch sowohl am freien Enzym
und am ES-Komplex. Die Michaelis-Menten-Gleichung wird sowohl mit a (mal Ku) und mit a‘ (mal [S])

angepasst. Im Spezialfall der nicht-kompetitiven Hemmung gilt a = a".

1.5.2.4  Substratiiberschusshemmung

Ein Spezialfall einer reversiblen Hemmung ist die Substratiiberschusshemmung, bei der es bei hohen
[S] zur Bindung von zwei Molekilen Substrat an das Enzym zu einem ESS-Komplex kommt. V, folgt
einer Optimumkurve, die ein lokales Maximum erreicht bevor Vo mit steigender [S] wieder abnimmt.

1.5.2.5 Irreversible Hemmung

Die irreversible Hemmung deaktiviert ein Enzym permanent durch die Bildung einer zumeist
kovalenten Bindung. Die irreversible Hemmung stellt ein nitzliches Werkzeug fiir die Aufklarung von
enzymatischen Reaktionsmechanismen dar. So lassen sich z.B. wichtige Aminosauren im aktiven
Zentrum identifizieren, ohne deren Wirkung die Reaktion verlangsamt oder ganzlich desaktiviert wird.

Einen Sonderfall der irreversiblen Hemmung durch sogenannte ,Selbstmordinhibitoren” oder
,Suizidsubstraten” sind in der pharmazeutischen Wirkstoffentwicklung bedeutsam. Sie werden vom
Enzym als Substrat akzeptiert bilden jedoch im Laufe der katalysierten Reaktion eine feste, irreversible

Bindung, die das Enzym inaktiviert.

1.6 Chromatographie

Die Chromatographie ist ein machtiges analytisches und praparatives Werkzeug, dass taglich in vielen
distinktiv ausgepragten Formen in Laboratorien rund um die Welt eingesetzt wird, um Analyten zu
identifizieren und voneinander zu trennen. Diesem Verfahren liegt das Prinzip zugrunde, dass sich
einzelne Stoffe in einem Gemisch, durch unterschiedlich starke Wechselwirkung zwischen einer

12
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mobilen und einer stationdren Phase auftrennen lassen. Der Analyt bewegt sich in der mobilen Phase
entlang einer stationaren und tritt mit dieser, je nach seiner chemisch-physikalischen Beschaffenheit,
unterschiedlich stark in Wechselwirkung mit dieser, wodurch er verzégert wird. Durch diese
unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit unterschiedlicher Substanzen, erfolgt eine zeitliche
Auftrennung. Chromatographische Methoden lassen sich aufgrund gewisser Kriterien, wie z.B. die
Beschaffenheit der stationaren bzw. mobilen Phase oder dem Prinzip der Trennung, einteilen.

1.6.1 Einteilung chromatographischer Methoden

Man kann die unterschiedlichen chromatographischen Methoden anhand gewisser Charakteristika
einteilen. (Camman, 2001, 6-3)

e Form der stationaren Phase

o Planar: Papier-, Diinnschichtchromatographie (DC)

o Packung oder Beschichtung in einer Saule: Sdulenchromatographie
e Aggregatzustand der stationdren Phase

o Fest: (eher) Adsorptionschromatographie

o Flussig: Verteilungschromatographie
o Aggregatzustand der mobilen Phase

o Flussig: Flissigchromatographie (LC, HPLC, IC)

o Gas: Gaschromatographie (GC)

o Uberkritisches Fluid: Uberkritische Fluid Chromatographie (SFC)
o Art der Wechselwirkung zwischen Analyten und stationdrer Phase

o Adsorption

o Verteilung

o lonisch: lonen-, lonenaustauschchromatographie (IC, IEC)

o Siebwirkung: Gel-Permeations-Chromatographie (GPC)

o Spezifisch: Affinitdtschromatographie (Reinigung von Enzymen, Nukleinsduren,
Antikorpern, ...)

o Enantiomere: chirale Chromatographie

Dies sind keineswegs alle Eigenschaften der verschiedenen chromatographischen Methoden, und
weitere Einteilungen sind moglich, wie z.B. chemische Beschaffenheit der stationdren Phase (Normal-
und Umkehrphase). Des Weiteren kommen die Trennwirkungen durch Adsorption und durch
Verteilung in den jeweiligen Methoden nicht isoliert vor, sondern tragen in unterschiedlichen Anteilen

immer zum Trennmechanismus bei.

1.6.2 FPLC

Die Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC), ist eine chromatographische Methode, die in der
Proteinpraparation und der Proteinanalytik breite Anwendung findet. Eine spezielle Methode der FPLC
ist die sogenannte IMAC (Immobilized Metal lon Affinity Chromatography), die gerne bei der Reinigung

13
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von Proteinen verwendet wird. Mit Affinitdt ist in diesem Zusammenhang die spezifische
Wechselwirkung des Analyten mit der stationdren Phase zu verstehen. Bei der Expression eines
rekombinanten Proteins kann dieses mit einem Marker, oder ,Tag” versehen werden. Dieses
sogenannte Fusionsprotein kann aufgrund der spezifischen Wechselwirkung dieses Tags mit der
stationdren Phase der Saule gut von anderen Fremdproteinen ohne diese Markierung abgetrennt
werden. Ein Bespiel dafiir ware ein His-tag, eine mehrfache (oft sechsfache) Wiederholung der
Aminosaure Histidin am Sequenzanfang oder -ende des gesuchten Proteins. In der stationdren Phase
einer Metall-Chelat-Affinitidtssiule, befinden sich Metallionen, wie z.B. Ni* die uber
Nitrilotriessigsdure (NTA) komplexiert vorliegen. Dieser NTA-Ni**-Komplex ist (iber einen Spacer an der
stationdren Phase gebunden und kann mit den Stickstoffatomen der Imidazolringe des Histidin-Tags
eine feste, jedoch reversible Chelat-Bindung eingehen. Nachdem man die Saule von Fremdprotein
gewaschen hat, kann man das gebundene Zielprotein mit einem Puffer der Imidazol als
konkurrierenden Liganden enthilt eluieren und isolieren. Eine Anderung des pH-Werts des Puffers
kann auch zur Elution eingesetzt werden (Crowe et at., 1994).

14
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2 Zielsetzung

Der Hauptteil der gestellten Aufgabe ist die Charakterisierung des Enzyms Chalkonsynthase (CHS),
sodass die Reaktionsparameter, wie pH-Wert, Temperatur und Substratkonzentration fir den
optimalen Umsatz der Substrate eingestellt werden kdnnen. Es wurden zwei Reaktionen untersucht
und gegenibergestellt. Die , klassische” CHS katalysierte Reaktion von p-Coumaroyl-CoA und Malonyl-
CoA zu Naringeninchalkon mit anschlieRender Zyklisierung zum Naringenin, und einer Reaktion die fast
ausschlieBlich im Apfel stattfindet, die Reaktion von p-Dihydrocoumaroyl-CoA und Malonyl-CoA zu
Phloretin.

Zu diesem Zweck soll ein Prozess entwickelt werden, um schnell und einfach groRe Mengen eines sehr
aktiven CHS Isozyms zu produzieren. Daher soll zunachst die Expression des Enzyms optimiert werden,
um eine hohe Ausbeute an aktivem Enzym sicherzustellen, insbesondere durch die Verhinderung der
Bildung von Inclusion Bodies. In weiterer Folge soll das Prozedere des Aufschlusses, der Isolierung und
Reinigung so eingestellt werden, dass moglichst viel des exprimierten Enzyms gewinnbar sind, die
Verluste minimieren werden und lange Lagerstabilitat gewahrleistet ist.

Die gleichen Ziele sollen auch bei der Expression und Reinigung der Chalkonisomerase (CHI) aus
Petunia hybrida verfolgt werden. Die CHI soll bei den enzymatischen Messungen zugesetzt werden,
um das entstehende Naringeninchalkon schnell und zuverlassig in Naringenin umzusetzen, um zum
einen eine eindeutige Detektion des Reaktionsprodukts und zum anderen eine mogliche
Produktinhibierung zu vermeiden. Durch die geringe Stabilitdit des Naringeninchalkons sind die
potenziellen Einfliisse dieser beiden Faktoren nur sehr schwer einzuschatzen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Einblicke gewonnen werden, wieso der Apfel die einzige Pflanze ist,
die nennenswerte Mengen Phloretin herstellt und damit eine Sonderstellung in der Flora einnimmt.
Dafir soll mit einer CHS gearbeitet werden dessen codierende cDNA aus dem Kulturapfel Malus x
domestica gewonnen wurde, um zu sehen, ob sich das einzigartige Flavonoidprofil des Apfels auf eine
Eigenschaft ihrer Chalkonsynthase(n) zurtickfiihren l&sst.

Ermittelte kinetische Daten wie Ky, Vmax Und aus ihnen abgeleitete Groflen sollen bestimmt werden,

um diese beiden Reaktionen zu beschreiben.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Materialien

3.1.1 Liste der Geratschaften

Gerat Modell Hersteller

Autoklav GLA 30 Gossner GmbH
Eismaschine AF80 Scotsman
Mini-PROTEAN Bio-Rad

Elektrophorese

Tetra System

Laboratories

FPLC AKTApurifier GE Healthcare
Gasabflammer Fireboy Technomara AG
Gel Scanner AR GE Healthcare
Typhoon
GE-Netzteil EPS 600 Pharmacia
Biotech
Geschirrspliler Mielabor G7783 Miele
Heizblock Accublock™ Labnet Int.
HPLC UltiMate 3000 | 'ermofFischer
Scientific
. Reference (1000,
Kolbenhubpipetten 100, 10, 2,5 pl) Eppendorf
pH-Elektrode SenTix 61 WTW
Microprocessor
pH-Meter pH/ION Meter WTW
pMX 3000
Querstromlamina C630H Ceag Schirp

Reinraumtechnik

Schiittler
(Expression)

Certomat BS-1

B. Braun Biotech

Schuttler (Gel) KS 125 basic IKA Labortechnik
Tiefkihler -20°C - Whirlpool
Tiefkihler -80°C Dairei Ult TF VWR Catalyst
Trockenschrank Modell 600 Memmert

. DU 800 Beckman
UV/Vis Coulter
Spektrometer
P SPECTROstar BMG Labtech
nano
Vortex VV3 VWR
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R 200D Sartorius
Waage
PJ 3600 Mettler
Wasserbad MP-RA/KU Julabo
Avanti J-26 XP Beckman
Centrifuge Coulter
Heraeus
Biof
. lofuge 13 Sepatech
Zentrifuge .
eraeus
Biof 22R
lofuge Sepatech
Lindner
1-14 Labortechnik

Tabelle 3-1 Liste der verwendeten Laborgerditschaften

3.1.2 Liste der verwendeten Chemikalien
Chemikalienname Hersteller Qualitat
Acetonitril Merck p.a.
N 30% in
Acrylamid Lésung (37,5:1) Roth H20
Ameisensadure Merck p.a.
Ammoniumpersulfat Merck p.a.
- Sigma-
Ampicillin Aldrich -
Coomasie Brilliantblau R
250 Merck -
. . Sigma- o
Dithiothreitol Aldrich >98%
DNAse 1u/pl Promega -
Sigma- ~aro
Dodecylsulfat-Na Aldrich 95%
Sigma-
EDTA Aldrich p.a.
Essigsaure Merck p.a.
Sigma- o
Glycerol Aldrich 86%
, Sigma- o
Glycin Aldrich 99%
H20 dest. - -
Hefeextrakt Merck -
Imidazol Acros 99%
Organics
Isopropyl B-D-1- Acros 99%
thiogalactopyranoside Organics ?
Kaliumdihydrogenphosphat Merck p.a.
Laufmarker ? ?
Lysozym - -
Magnesiumsulfat Merck p.a.
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Sigma-

o I- 0,
Malonyl-CoA Li-Salz Aldrich >90%
Methanol Merck p.a.
MgCI2 Merck p.a.
Molekularmassenstandard Er:T:;d )
#P7719 BioLabs
NaCl Merck p.a.
Naringenin TransMIT >98%
p-Coumaroyl-CoA TransMIT >90%
. Sigma- o
Phloretin Aldrich >99%
Salzsdure 37% Merck p.a.
tert. Butanol Merck p.a.
. Sigma- o
Tetramethylethylendiamin Aldrich 99%
Tris/HCI Merck p.a.
Trypton Roth -

Tabelle 3-2 Liste der verwendeten Laborchemikalien
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3.2 Rekombinante Expression von CHS und CHI

3.2.1 CHSin pGEX6-P1-Plasmid
3.2.1.1 Herstellung des Mediums

Fiir die Herstellung des fliissigen Expressionsmediums wurden ca.
5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

10 g Trypton

4 ml 50 % w/w Glycerol Lsg. und

1 ml1M MgSO, Lsg.

in 1000 ml H,0 dest. gel6st, der pH-Wert mit 1 M NaOH auf 7,5 eingestellt, in zwei 500 ml Pyrex
Schraubverschlussflaschen Uberfiihrt und anschlieRend bei 120 °C und ca. 2 bar im HeiRdampf
autoklaviert. Danach erfolgt die Zugabe von je 0,05 g Na-Ampicillin pro GefaR.

3.2.1.2 Vorbereitung der IPTG-Lésungen

Es wurde eine 1 M Stammldsung hergestellt und bei -20 °C gelagert. Daflir wurden 2,383 g in H,0 dest.
gelost und auf die 10 ml Marke einer Mensur aufgefillt. Diese Losung wurde steril via
Spritzenvorsatzfilter in 1,5 ml autoklavierte MikroreaktionsgefaRRe (von hier an als Eppendorf-Gefille

bezeichnet) tUberfiihrt.

3.2.1.3 Anzucht der E. coli-Kultur

Aus einer Dauerkultur (Hergestellt aus 300 ul einer Ubernachtkultur und 300 pl sterilem Glycerol, bei
-80 °C aufbewahrt) wurden nach dem Auftauen 100 pul dieser in 5 ml Expressionsmedium in sterilen
Eprouvetten lberfiihrt und im Schittelinkubator bei 37 °C und 160 - 180 rpm Uber Nacht (ca. 16 h)
inkubiert. Am nichsten Morgen wurden je 400 ul der Ubernachtkultur in je 100 ml Medium die je in
vier sterile 500 ml Erlenmeyerkolben vorgelegt wurden inokuliert. Die Kolben wurden mit steriler
Alufolie abgedeckt und im Schiittelinkubator bei denselben Parametern fir ca. 4 h inkubiert. Die
optische Dichte bei Wellenlange 600 nm (ODego), die iber die Extinktion der Hauptkultur in einer 1 cm
langen Kivette in einem Photospektrometer ermittelt wurde, lag bei der Induktion im Bereich
zwischen ODggo = 0,6 - 0,8.

3.2.1.4 Induktion

Den vier Kulturen CHS-1 bis CHS-4 wurden unterschiedliche Mengen 1 M IPTG-Lésung zur Induktion

zugefiihrt. In der Tabelle 3-3 sind die daraus resultierenden IPTG-Konzentrationen am Beispiel der

MLS-2 Expression dargestellt. Die Konzentration des Induktors wurde bei den verschiedenen
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Expressionen variiert, um den Einfluss auf das Verhaltnis von unldslicher zu |6slicher CHS zu

untersuchen.

Kultur | conc. IPTG [mM] |:,/-|c-)éu;:§:k(.j|_esg_l[|:fl]
CHs-1 | 1 100
CHS-2 | 0,5 50
CHS-3 | 0,25 25
CHs-4 | 0,1 10

Tabelle 3-3 Induktion der MLS-2

Daraufhin wurde fiir 3h in einem auf 28 °C temperierten Schiittelinkubator exprimiert. Nach der

Expression wurde die ODgq in einer 1:10 Verdiinnung der Kultur gemessen.

Kultur | ODego 1:10 verd.

CHS-1 | 0,1596

CHS-2 | 0,1460

CHS-3 | 0,1518

CHS-4 | 0,1644

Tabelle 3-4 ODgop post-Expression der Kulturen bei 1:10 Verdiinnung

Es wurde berechnet welches Volumen der jeweiligen Suspensionskulturen in Eppendorf-Gefalie
pipettiert werden muss, damit die Zellmenge ,,0D6“ (fur die SDS-PAGE) entspricht (z.B. werden fir
eine ODeggo 1:10 verd. von 0,1596 genau 3,76 ml Suspensionskultur pelletiert (6/(0,1596 x 10)). Das
Pelletieren geschah in mehreren Schritten, da das errechnete Volumen, jenes des Gefafles von 1,5 ml
Uberstieg. Nach jedem Schritt wurde die Suspension bei 10.000xg, 5 Minuten lang zentrifugiert und
das Uberstehende Medium entfernt. Die Zellpellets wurden auf Eis gelegt. Der Rest der Kulturen wurde
in je 50 ml konische Zentrifugationsgefdlle des Typs Falcon (von hier an als Falcons bezeichnet) in
mehreren Schritten (berfihrt, bei 5445xg je 10 Minuten lang zentrifugiert und das Uberstehende
Medium gesammelt, autoklaviert und verworfen. Alle Zellkultur enthaltende GefdaRe wurden bei -80

°C eingefroren.
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3.2.2 CHSin pTrcHis2-TOPO-Plasmid
3.2.2.1 Herstellung des Mediums

Als Medium diente das gleiche Medium wie bereits in 3.1.1.1 beschrieben.

3.2.2.2 Anzucht der E. coli-Kultur

Die Ubernachtkultur wurde auf dieselbe Art und Weise angesetzt wie unter der Expression aus pGEX
angefiihrt, jedoch wurde in drei 2I-Erlenmeyerkolben zu je ca. 750 ml Medium gearbeitet und mit 6 ml
Ubernachtkultur inokuliert. Die Expression wurde bis zu einer ODgoo von ca. 1 gefiihrt.

3.2.2.3 Induktion

Bevor die Induktion durchgefiihrt wurde, wurde eine Wartepause von ca. 30 Minuten eingelegt, um
der Expressionskultur Zeit zu geben sich von 37 °C auf 28 °C abzukiihlen. Dann wurde IPTG bis zu einer
Endkonzentration von 0,5 mM zugefiihrt, um die Proteinexpression zu induzieren und fiir drei Stunden

bei 28 °C exprimiert.

Aufgrund des groRen Volumens der Ansdtze wurden die Expressionen auf mehrere Etappen in 200 ml
Zentrifugenbecher tUberfihrt und bei 5000xg fiir 10 Minuten pelletiert. Das Medium wurde nach jeder
Zentrifugation in einen Glaskolben dekantiert und fiir die Autoklavierung gesammelt. Das Zellpellet
wurde in ein Falcon tberfiihrt und die Reste mit ein wenig Medium resuspendiert und mit dem Pellet
im Falcon vereinigt. Die Falcons wurden nochmals bei 5445xg fir 10 Minuten zentrifugiert und das
Uberstehende Medium entfernt. Das Zellpellet wurde im Falcon bei -80 °C aufbewahrt.

3.2.3 CHIin pTrcHis2-TOPO-Plasmid

Die CHI aus Petunia Hybrida (Laborkollektion Nr. CG_221) wurde mittels des pTrcHis2 TOPO Vektors in
der Expression MLS-19 exprimiert. Medium, Expressionsfiihrung, Induktion, Abtrennung der Biomasse,
Aufschluss und Reinigung wurden exakt wie bei der CHS in pTrc durchgefiihrt.

3.3 Isolation und Reinigung der Enzyme

Da die exprimierten Enzyme entweder in der Zellmembran oder im Cytosol des Mikroorganismus
vorliegen, kdnnen diese nur durch Zerstérung der Zellen in Losung gebracht werden. Dies passiert
durch den Zellaufschluss bzw. der Lyse der Zelle.

3.3.1 Zelllyse mittels Lysozyms

Das bei -80 °C gelagerte Zellpellet wurde in etwa mit demselben Volumen Lysepuffer (30 mM Tris/HCI,
100 mM NacCl, pH 8, steril filtriert zur Aufbewahrung) versetzt und zuerst mit einem Spatel aufgelockert
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und dann abwechselnd am Vortex und mit einer 5 ml Kolbenhubpipette resuspendiert. Nach der
Homogenisierung erfolgte die Zugabe von Lysozym, sodass sich eine Konzentration von 1 g/l einstellte
und die Suspension wurde wiederum mittels Pipette homogenisiert.

Nach 45 Minuten Inkubation auf Eis erfolgte eine Zugabe von MgCl; und DNase Stammldsung, sodass
sich eine Endkonzentration von je 10 mM bzw. 0,02 g/l einstellte und das Falcon wurde fir weitere 20

min. auf Eis gestellt.

Anschliefend wurde das Lysat mittels Zentrifugation bei 5445xg von den unldslichen Bestandteilen

getrennt.

3.3.2 Zelllyse durch Ultraschall

Um die Ausbeute an Enzym zu verbessern, wurde die festen Uberreste der Lysozym-Lyse einer
weiteren Lyse durch eine Ultraschallsonde unterworfen. Dabei wurde der feste Riickstand,
Zellfragmente und unlysierte Zellen auf die oben beschriebene Weise resuspendiert und auf Eis
gestellt. Aufgrund der Warmeentwicklung durch die Ultraschallsonde blieben wahrend des
AufschlieRens die Falcons im Eis, die Ultraschallsonde wurde nur gepulst statt im Dauerbetrieb
eingesetzt, und der gesamte Aufschluss wurde in drei 40-Sekunden-Etappen durchgefiihrt.

3.3.3 SDS-Page

Mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden jeweils das abzentrifugierte Pellet der Lyse
sowohl als auch das lberstehende Lysat separat aufgetrennt, um zwischen I6slichen und unléslichen

Proteinen unterscheiden zu kénnen.

Dazu mussten zuerst die Gele gegossen werden. Daflir wurde genug Trenn- und Sammelgel fir vier
Gele angefertigt. Die bendtigten Mengen wurden mit Hilfe eines online Tools! bestimmt und sind in
Tabelle 3-5 angegeben. Das Trenngel wurde in die daflir aufgebaute Gelkammer pipettiert, mit
Isopropanol liberschichtet, um eine ebene Grenze zum Sammelgel zu haben und Sauerstoffeintrag zu
vermeiden und der Abschluss der Polymerisation abgewartet. Nach dem Ausgiefen der
Uberschichtung und Aufsaugen der Alkoholreste mit Filterpapier wurde die Lésung fiir das Sammelgel
durch die Zugabe von APS und TEMED fertiggestellt und auf das feste Trenngel pipettiert und der
Kamm fiir die Probentaschen eingesetzt. Die Gele wurden in die Elektrodenvorrichtung eingespannt
(bei einem Gel wurde statt dem zweiten Gel eine Dummyplatte verwendet), in die Gelbox gestellt und
der Zwischenraum zwischen den Gelen mit Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3)
aufgefillt.

L http://changbioscience.com/calculator/sdspc.htm
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Sammelgel 5%ig | Trenngel 10%ig
[mi] [mi]

30%ige Acrylamid-Lsg. 2,04 6,666

1 M Trispuffer (pH 6,8) 1,5 -

1,5 M Trispuffer (pH 8,8) - 5

10%ige SDS-Lsg. 0,12 0,2

H,O dest. 8,16 7,933

10%ige Ammoniumpersulfat-Lsg. | 0,12 0,2

TEMED 0,012 0,008
Gesamtvolumen 12 20

Tabelle 3-5 Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele

Je 50 ul der Uberstande der Zelllyse wurden 1:10 mit Lysispuffer verdiinnt und die spektrale Absorption
bei 280 nm in einer Quarzkiivette ermittelt (Lysispuffer als Blank). Mit dem erhaltenen Wert kann man
grob berechnen wie viel dieser Losung fur die SDS-PAGE eingesetzt werden muss. Dabei nimmt man
an, dass eine Absorptionseinheit (AU) in etwa einer Proteinkonzentration von etwa 1 mg/ml
entspricht. Pro Geltasche sollen in etwa 100 - 150 pg Protein aufgetragen werden, um gut auswertbare
Banden zu erhalten, das Gel jedoch nicht zu liberladen.

Danach wurde das ermittelte, einzusetzende Volumen des Lyseliberstands mit 10 ul, sowie der
unlésliche, abzentrifugierte Riickstand mit je 50 ul reduzierendem Puffer vermischt bzw. resuspendiert
und bei 95 °C finf Minuten lang am Heizblock erhitzt.

Von den Lyse-Uberstinden wurde jeweils das ganze Volumen, von den unléslichen Riickstanden (im
reduzierenden Puffer jedoch aufgel6st) jeweils 2 ul nebeneinander in die Geltaschen pipettiert. In eine
Geltasche am Rand wurde 5 pl Proteinmarker pipettiert, der eine Zuordnung der Banden mit einer
Molekularmasse erlaubte. Die Box wurde auBerhalb der Elektrodenvorrichtung mit dem Rest des
Laufpuffers beflillt, um entstehende Warme schneller abfiihren zu kénnen, der Deckel aufgesetzt und
die Elektrophoresebox mit 200 V, 15 mA pro Gel, und 10 W mit einem Netzteil versorgt. Nach Eintreten
der Lauffront in das Trenngel wurde die Stromstarke auf 40-45 mA erhoht, um die Auftrennung zu

beschleunigen.

Hat der Frontmarker (Bromphenolblau im reduzierenden Puffer) die Unterseite des Gels erreicht,
wurden die Auftrennung beendet, die Gele ihren Kammern entnommen und mit einer Coomassie-
Blau-Losung angefarbt, um die Banden sichtbar zu machen. AnschlieBend wurden sie in einem flachen
GefaR mit Entfarbeldsung 1 (40 % MeOH, 7 % HOAc in H,O dest.) Gberschichtet und in einem Rittler
entfarbt. Die Losung wurde mehrere Male gewechselt und zur Wiederverwendung tber Aktivkohle
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filtriert. Schlussendlich wurden die Gele mit Entfarbeldsung 2 (5 % MeOH, 7 % HOAc in H,O dest.)
Uberschichtet und fiir mehrere Stunden bis Tage unter sanftem Ritteln entfarbt).

Die Gele wurden zwecks Aufbewahrung in Plastikfolie eingeschweiRt, mit dem Amersham Typhoon
eingescannt und fiir die spatere Auswertung abgespeichert.

3.3.4 Reinigung mittels FPLC
3.3.4.1 Herstellung der Elutionspuffer

Fiir die Isolierung des Zielproteins an der FPLC werden zwei Puffer bendétigt, die einfach in der
Reihenfolge ihrer Anwendung Puffer A und B genannt wurden. In Puffer A wird die Probe verdiinnt
und auf die Sdule aufgetragen und diese dann damit gewaschen und mit Puffer B wird die Probe eluiert

und in Fraktionen gesammelt.

e Puffer A: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0
e  Puffer B: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol, pH 8,0

Die Pufferbestandteile wurden in ein Becherglas eingewogen, in Wasser gelést und der pH-Wert mit
NaOH-Lésung eingestellt. AnschlieRend wurde die Lésung in eine Mensur Uberfihrt und Wasser bis
zum Endvolumen hinzugefiigt und die Puffer filtriert.

Dabei wurde eine Wasserstrahl-Vakuumpumpe eingesetzt und ein 0,2 uM-Membranfilter auf einer
Glasfritte sitzend, um die Puffer von Schwebstoffen und Keimen zu befreien. Da keine Anspriiche auf
Sterilitat bestehen, wurde das Filtrat in Schraubflaschen dekantiert.

3.3.4.2 Aquilibrieren der Trennséule

Vor der Aufbringung der Probe auf die Histrap FF Sdule (5 ml Sdulenvolumen (CV)) wurde diese mit
den Puffern in der Reihenfolge A — B — A dquilibriert. Die Puffer wurden nacheinander durch die Saule

gepumpt, bis die Chromatogramme keine Anderung mehr zeigten.

3.3.4.3 Reinigung

Das Lysat, wurde mit Puffer A ein wenig verdinnt, um es leichter in den Superloop (=50 ml
Probenschlaufe; Glashohlzylinder, der an beiden Enden verschlossen werden kann) zu fiillen. Das
Falcon in dem das Lysat aufbewahrt wurde, wurde mit Puffer A gesplilt und mit dem Lysat im auf einer
Seite verschlossenen Superloop vereinigt. Ein Teflonstempel wurde in den Superloop eingesetzt gegen
das Lysat gepresst um Luftblaschen aus der Leitung, liber die die Probe auf die Trennsadule gepumpt
wird, auszutreiben. Das zweite Halfte des Loops, jenseits des Stempels wurde mit Puffer A aufgefillt
und mit dem Schraubdeckel verschlossen. Der Superloop wurde an die FPLC angeschlossen und die
Probe mit 5 ml/min auf die Sdule aufgetragen. Es wurde nach der Aufbringung der Probe so lange mit
Puffer A gewaschen, bis die Absorption des Durchlaufs bei 280 nm konstant war. Die Elution durch
Imidazol verlief Giber eine Gradientenelution. Der Anteil von Puffer B wurde auf 5 % gehoben und auf
diesem Plateau fur 5 CV gehalten. Danach wurde der Anteil von Puffer B linear liber ein Volumen von
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7 CV auf 100 % erhoht. Auf dem Plateau von 100 % B wurde fiir drei Minuten gehalten, um die Saule
von allen Proteinresten sauber zu waschen.

3.3.4.4 Aufkonzentrieren / Umpuffern

Die gereinigte CHS muss fiir die Lagerung und ihrem spateren Einsatz in katalytischen Reaktionen
aufkonzentriert und umgepuffert werden, damit sie lagerstabil wird. Dazu wurde die CHS Lésung mit
KPi-Puffer auf pH 7,0 eingestellt und 10 mM DTT hinzugefligt, um die Oxidation von
Cysteinseitenketten und die Bildung von Disulfidbriicken zu verhindern. Dann wurde die CHS in den
vereinigten Fraktionen der FPLC mittels zentrifugaler Ultrafiltration mit 5000xg umgepuffert. Fir diese
Aufgabe wurde ein Vivaspin Zentrifugalkonzentrator eingesetzt. Es handelt sich dabei um ein
modifiziertes Zentrifugationsgefall (Typ Falcon 50 ml), das durch einen Membranfilter in ein oberes
und unteres, abnehmbares, Kompartiment getrennt wird. Die Enzyml6sung wird dabei in das obere
Kompartiment pipettiert und die Pufferbestandteile passieren wahrend der Zentrifugation die
Membran, wahrend groRe Molekiile wie Enzyme im Retentat verbleiben. Dieser Schritt wurde
mehrfach mit maximal 12 ml im oberen Kompartiment wiederholt, bis das Enzym im Retentat auf 0,5
— 0,1 ml eingeengt wurde. Das Filtrat wurde photometrisch auf den Proteingehalt Gberprift (falls
eventuelle Schaden an der Membran die Proteine passieren lassen) und bei Abwesenheit verworfen.
Mit ein paar ml eines frischen Puffers aus 50 mM Tris, 200 mM NaCl, 10 mM DTT auf pH 8,0 wurde die
hochkonzentrierte CHS abwechselnd gewaschen und erneut eingeengt. Dieser Zyklus wurde 3-mal
wiederholt. Zu guter Letzt wird die CHS-Losung mit Glycerol (20 % Endgehalt) versetzt. Je nach
gewonnener CHS Menge wurde eine Konzentration im Bereich von 1 — 2 mg/ml eingestellt. Die CHS ist
nun fur langzeitige Tieftemperaturlagerung aufbereitet und wird in low-bind Eppendorfergefdlie in
kleinen Aliquoten aufgeteilt, schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.4 Enzymassays - Charakterisierung der CHS

Zur Orientierung unter welchen Bedingungen die ersten Enzymassays angesetzt werden, wurde eine
Publikation (Yahyaa et al., 2017) zu Rate gezogen. Durch die durchgefiihrten Vorversuche wurden die
Parameter noch abgedndert und feiner eingestellt. Konstant blieb jedoch immer ein 0,1 M KP;-
Puffersystem bei pH 7, ein Gesamtvolumen von 100 pl, eine Zugabe von 2 pg CHI, eine Inkubation bei
30 °C fiir 30° und ein Reaktionsstopp mit 20 pl einer 50% (v/v) Lésung von AcOH in Acetonitril.

Die CHS wurde in Konzentrationen von 0,2 — 0,6 pg pro 100 pl Assay eingesetzt und es wurden die
enzymkinetischen Parameter fiir p-Coumaroyl-CoA und p-Dihydrocoumaroyl-CoA (und jeweils
Malonyl-CoA) bestimmt. Daflir musste ein weiter Konzentrationsbereich abgedeckt werden, um den

linearen Bereich aufzuspiren.

Flr die Enzymassays wurden die CHS aus der Expression MLS-18 (Laborkollektion Nr. CG_14) und die
CHI aus der Expression MLS-19 (Laborkollektion Nr. CG_221) herangezogen.

Die CHS wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefal’ pipettiert, in dem bereits 10 ul 1 M KPi-Puffer vorgelegt
und mit dem errechneten (je nach eingesetzter Substratkonzentration des Assays unterschiedlichen)
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H,0 dest.-Volumen verdinnt wurde. Es folgte die Zugabe des Erstsubstrats und der CHI. Schlussendlich
wurde das Co-Substrat (Malonyl-CoA) hinzugefiigt und somit die Reaktion gestartet. Nach einer
Inkubation von 30 Minuten im 30 °C Wasserbad wurden die einzelnen Reaktionsmischungen in der
Reihenfolge, in der sie gestartet wurden, gestoppt und am Vortex homogenisiert. Durch eine Kanile
wurde das Reaktionsvolumen in eine Einwegspritze gesogen. Die Kanile wurde durch einen
Spritzenvorsatzfilter getauscht und der Inhalt der Spritze in ein HPLC-Vial Gberfiihrt.

3.5 Detektion mittels HPLC und UV/Vis-Detektor

Die Quantifizierung der gebildeten Produkte der Enzymassays wurde mittels einer HPLC durchgefiihrt.
Der Name des verwendeten Geratemodells lautet ,, UltiMate 3000 der Firma ThermoFisher Scientific.
Die Gradientenelution wurde mit zwei unterschiedlichen Laufmittel durchgefiihrt,

e A:H,0+0,1% Ameisensaure

e B: Acetonitril + 0,1 % Ameisensaure

bei 25 °C Sdulentemperatur und einer Flussrate von 0,2 ml/min. Dabei ist das Mischverhiltnis der
Puffer in Abhangigkeit der Zeit in nachfolgender Tabelle 3-6 einzusehen.

Zeit Konzentration
[min] [%B]
6 Equilibrierung
20
0 Injektion
20
9 53
14 95
95
18 20
End of Run

Tabelle 3-6 Gradientenprogramm der HPLC Analyse

Detektiert wurde nahe dem Absorptionsmaximum von Naringenin und Phloretin (je ca. 285 nm) bei
290 nm. Fiur die Umrechnung von der Peakflache der Einheit mAU in Stoffmenge der Einheit pmol
wurde mit Naringenin und Phloretin als Referenzsubstanz eine Verdiinnungsreihe bekannter
Konzentration in H,O dest. hergestellt.

3.6 Sequenzvergleich und Homologie Modell

Die Aminosduresequenzen wurden mit Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
durchgefiihrt und das Homologie Modell wurde mit MODELLER v10.2 (Webb and Sali 2016) erstellt.
Die graphische Darstellung wurde mit PyMOL (https://pymol.org) erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Optimierung der Expression

4.1.1 Variation der IPTG-Konzentration

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit befasste sich mit der Optimierung der Ausbeute an aktivem,
rekombinant exprimiertem Enzym. Dazu wurde ein begrenztes Expressionsscreening mit bereits
vorhandenen CHS-Konstrukten durchgefiihrt, wobei im Wesentlichen die Konzentration des
Induktionsmittels variiert wurde. In Tabelle 4-1 konnen die Expressionsparameter des hier beispielhaft
durchgefiihrten Screenings der Induktionskonzentration (interne Versuchsbezeichnung: MLS-4;
Expressionsdauer 3 h) eingesehen werden. Im Gegensatz zu den hier dargestellten Expressionen
wurden flr vorherige Expressionen noch hohere IPTG-Konzentrationen verwendet. Das
darauffolgende Screening MLS-5 hat die Induktorkonzentration weiter gesenkt, in der Hoffnung

weniger Inclusion Bodies zu bilden, siehe Tabelle 4-2.

MLS-4; CHS in TOP10 pGEX (GST-Tag)
Versuchsnummer IPTG (mM) | ODeoo vor der | ODggo post-Expression
Induktion (verd. 1:10)
MLS4-CHS-1 0,1 0,6977 0,1769
MLS4-CHS-2 0,05 0,6675 0,1920
MLS4-CHS-3 0,025 0,6612 0,2052
MLS4-CHS-4 0,01 0,6672 0,2016

Tabelle 4-1 Expressionsparameter der Versuchsreihe MLS-4.

MLS-5; CHS in TOP10 pGEX (GST-Tag)

Versuchsnummer IPTG (mM) | ODeoo vor der | ODggo post-Expression
Induktion (verd. 1:10)
MLS5-CHS-1 0,01 0,6274 0,1890
MLS5-CHS-2 0,005 0,6292 0,1824
MLS5-CHS-3 0,002 0,5969 0,1711
MLS5-CHS-4 0 0,5863 0,1635

Tabelle 4-2 Expressionsparameter der Versuchsreihe MLS-5

In den folgenden Gelen (Abbildung 4-1 bis 4-3) sind die Aufschlisse der Expressionen MLS-4 und -5
abgebildet.

Die sehr kraftigen Banden zwischen der fiinften (72 kDa) und sechsten (55 kDa) Bande des Standards
treten stets in den Pellets auf und sind auf unlésliche Einschlusskorper (Inclusion Bodies) des
Fusionsproteins (CHS+GST: ~69 kDa) =zuriickzufihren. Diese Proteine sind lediglich durch
Denaturierung (z.B. durch Harnstoff) 16slich und kdnnten nur durch aufwandige und nicht garantierte
Renaturierungsversuche funktionell aktives Enzym liefern. In den jeweiligen Lysaten findet sich an der
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Position entweder keine oder nur eine sehr schwache Bande, was auf eine nur sehr geringe Expression

von léslichem und funktionell aktivem Fusionsprotein schlieRen Iasst.
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MLS-4 CHS-1 Pellet
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Abbildung 4-1 links: Molekularmassenstandard #P7719 (https.//international.neb.com/); Mitte: SDS-PAGE des Aufschlusses

der MLS-4; rechts: Pipettierschema der Aufschliisse der Expression MLS-4
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Abbildung 4-2 links: SDS-PAGE des Aufschlusses der Expression MLS-5 Gel#1, rechts: Pipettierschema der Aufschliisse CHS-1

und -2 der Expression MLS-5
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Abbildung 4-3 links: SDS-PAGE des Aufschlusses der Expression MLS-5 Gel#2, rechts: Pipettierschema der Aufschliisse CHS-3
und -4 der Expression MLS-5

Die Expression MLS-5 wurde mit einer noch deutlicheren Reduktion der IPTG-Konzentration gefiihrt.
Vor der Induktion sind die Kulturen der MLS-5 jedoch abgekiihlt worden, sodass der Beginn der
Expression nicht oberhalb von 28 °C startet. Die Spuren 3 und 2 in der Abbildung 4-2 entsprechen
denselben Expressionsparametern wie die Spuren 8 und 9 der MLS-4 (Abbildung 4-1), man sieht eine
geringere Expressionsrate, und eine Verbesserung im Verhaltnis von l6slicher zu unl6slicher CHS,
jedoch ist die absolute Menge an potenziell gewinnbarer CHS gering.

4.1.2 Umstieg auf den pTrc-Vektor

Aufgrund des nur maRigen Erfolgs der Optimierung der Expression des GST-CHS-Fusionsproteins
wurde die Entscheidung getroffen einen anderen Vektor zu testen. Der Vektor pTrcHis2-TOPO ist so
konzipiert, dass das Zielprotein einen C-terminalen His-Tag aufweisen kann, der im Gegensatz zu dem
recht groRen GST-Tag (ca. 26 kDa) sehr klein ist (ca. 1 kDa). Im Ubrigen existieren zwar dokumentierte
Beispiele, dass GST die Loslichkeit des Zielproteins erhéhen kann, dies ist jedoch keineswegs immer so
und muss individuell getestet werden. AuBerdem besitzt der Vektor den deutlich schwacheren Trc
Promotor im Gegensatz zu dem sehr starken T7 Promotor des pGEX-Vektors auf, was sich positiv auf
das Verhaltnis von 16slich exprimiertem Protein zu Inclusion Bodies auswirken kann.

Im folgenden Gel (Abbildung 4-4) ist der Aufschluss und das mit FPLC gereinigt Enzym der Expression
MLS-17 (Laborkollektion Nr. CG_14) zu sehen. Man bemerke die unterschiedliche Molekularmasse zu
den GST-Fusionsproteinen. Da der His-Tag eine Masse von ca. 1 kDa hat, findet man die CHS Banden
im Bereich um 45 kDa. Methoden, die sich vor dem Umstieg auf den pTrc-Vektor bewahrt haben, wie
z.B. das Abkuhlen der Kulturen vor der Induktion wurden beibehalten.
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X2 ist die gesammelte Vorfraktion (Elutionsvolumen 5 — 25 ml, vgl. Abbildung 4-5 und Abbildung 4-6).
A2-4 (Elutionsvolumen 45 ml — 60 ml) sind die Sammelfraktionen aus dem linearen Gradienten, in

denen das Produkt vermutet wird.
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Abbildung 4-4 oben: Gel#1 der Expression MLS-17 (Ultraschallaufschluss) und Pipettierschema, unten: Gel#2 der Expression
MLS-17 (Lysozymaufschluss) und Pipettierschema

Das obere Gel 1 unterscheidet sich vom unteren Gel 2 lediglich in der Art des Aufschlusses (Ultraschall
und Lysozym). An den Spuren des Lysats und des Pellets erkennt man einen hohen Grad des
Aufschlusses, mit wenig Gesamtprotein im Pellet und viel CHS im Lysat, was auch auf ein deutlich

verbessertes Verhaltnis von I6slicher CHS zu Inclusion Bodies hinweist.

Die Spur auf die X2 aufgetragen wurde enthalt den Grof3teil des E. Coli Fremdproteins, jedoch auch
einen Teil der CHS. Die A-Fraktionen enthalten sehr reine CHS mit geringen Verunreinigungen.

4.2 Aufschluss

Die Qualitat der beiden Aufschlussverfahren schwankte leider erheblich, daher wurde ein zweigeteiltes
Aufschlussverfahren entwickelt. Bei der Expression MLS-17 (siehe Gele in Abbildung 4-4), wurden ca.

zwei Drittel der Biomasse mittels Ultraschalls aufschlossen (oberes Gel) und ein Drittel mit Lysozym.
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Sowohl im Gel als auch in den Chromatogrammen (Abbildung 4-5 und 4-6) ist ersichtlich, dass die
Proteinmengen in beiden Aufschliissen dhnlich sind, obgleich beim Ultraschallaufschluss in etwa die
doppelte Menge Biomasse eingesetzt wurde. Daher wurden beide Aufschlussmethode miteinander
kombiniert, und zwar so, dass eine unbeabsichtigte Denaturierung der CHS durch Ultraschall
vermieden wurde. Die Zellen wurden zuerst nach der Lysozymmethode lysiert und nach Abtrennung
des Lyselberstandes wurde der feste Zellriickstand erneut resuspendiert und der Ultraschalllyse
unterworfen. Die beiden Aufschliisse wurden getrennt gereinigt.

Dieses Verfahren wurde bei der Expression MLS-18 und MLS-19 (Expression der CHI) ebenfalls
durchgefiihrt. Bei der MLS-19 wurden die Lysate jedoch vereinigt und gesammelt gereinigt.

4.3 Proteinreinigung

Bei der Entwicklung des Gradientenprogrammes, also mit welcher Pufferzusammensetzung wie lange
eluiert wird, hat es sich als sehr vorteilhaft herausgestellt, 5 CV mit 5 % Puffer B zu eluieren, bevor man
den Anteil an Puffer B stetig hebt. Denn auch E. coli-Proteine, die mit keinem His-Tag versehen sind,
kénnen unspezifisch an die Saule binden, lassen sich aber auch mit einer geringen Imidazol-
Konzentration im Eluent leicht von der Saule spilen, wahrend der starkere Komplex zwischen dem His-
Tag und der stationdren Phase erst bei hoheren Anteilen an Puffer B gebrochen wird.

Der Durchlauf bei der Auftragung und die Elution mit 5 % B wurden gesammelt aber eine
Gelelektrophorese zeigte keine oder kaum Anwesenheit von CHS. Ein breiter, jedoch isolierter Peak
Uber drei Fraktionen im Chromatogramm wurde als CHS vermutet. Die Fraktionen wurden einzeln via
SDS-PAGE analysiert, die eine hohe Konzentration an CHS und geringfligige Verunreinigung durch
Fremdproteine bestatigt (Abbildung 4-4). Danach wurden die Fraktionen vereinigt.

Man sieht in der Abbildung 4-5 bei ca. 12 ml Elution den Peak der vorwiegend aus E. coli-Proteinen
besteht und den Peak der CHS (Peakmaximum bei 59 ml), der jedoch bei ca. 50 ml eine kleine Schulter

besitzt, die vermutlich auf Verunreinigungen zuriickzufiihren ist.
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FPLC Reinigung MLS-17 Ultraschall

< 150
1500 ~

e Absorption [mAu]
= Puffergradient [% B]
Area: 5365,58 [mAu * ml]

=)
< ~4100 _,
£ 1000 - e}
g =,
g £
? o
2 5004 150

0 o

T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Elutionsvolumen [ml]

Abbildung 4-5 FPLC Chromatogramm der MLS-17 mit Ultraschallaufschluss. Nicht sauber getrennter Produktpeak.

Im Vergleich dazu kann man in Abbildung 4-6 die mit Lysozym aufgeschlossene Fraktion der MLS-17
Expression einsehen. Es soll nochmal erwahnt werden, dass bei dem Ultraschallaufschluss ca. 2/3 der
Biomasse verwendet wurde, bei der Lyse mit Lysozym jedoch ca. 1/3. Trotz allem ist das
Flachenintegral im Chromatogramm mit dem Lysozymaufschluss bei 5335 mAU*ml verglichen mit
5365 mAU*ml bei der Ultraschalllyse ahnlich groR.
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Abbildung 4-6 FPLC Chromatogramm der MLS-17 mit Lysozymaufschluss. Nicht sauber getrennter Produktpeak.

Bei der Aufreinigung der Expression MLS-18 stellte sich das Tris-Puffersystem bei pH 8 als sehr
erfolgreich heraus. Die zwei ineinander Gbergehenden Peaks der MLS-17 (Trennung mit KP; bei pH 7),
die daflir sorgten, dass Fremdprotein in den Sammelfraktionen und CHS in der Vorfraktion zu finden
ist (siehe Abbildung 4-4), konnten in der MLS-18 sauber getrennt werden. Offensichtlich ist dies auf
eine veranderte Selektivitat der Saulenmatrix bzw. des Imidazols bei hoherem pH-Wert
zuriickzufihren. Aufgrund der besseren Resultate bei der Lyse mit Lysozym bei der MLS-17 Reinigung,
wurde die gesamte Biomasse mit Lysozym aufgeschlossen. Die Peakflaichen im Chromatogramm

deuten jedoch auf einen mangelhaften Aufschluss hin.

Deshalb wurde der feste Riickstand der Lysozymlyse nochmals mit der Ultraschallsonde
aufgeschlossen, und in einem zweiten Run ebenfalls gereinigt. Beachtlich ist dabei, dass bei der
zweiten Lyse von bereits lysiertem Zellmaterial wesentlich mehr Protein als beim ersten Durchgang

freigesetzt wurde.
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Abbildung 4-7 FPLC Chromatogramm der Expression MLS-18 (erster Run: Lysozym). Schéner Produktpeak aber unvollstindiger
Aufschluss

FPLC Reinigung MLS-18 Ultraschall
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Abbildung 4-8 FPLC Chromatogramm der Expression MLS-18 (zweiter Run: Ultraschall). Schéner Produktpeak und guter
Aufschluss
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Die Reinigung der CHI wurde wie die Reinigung der Expression MLS-18 durchgefiihrt, auBer, dass die

beiden Lysate vereinigt aufgetragen wurden.
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Abbildung 4-9 FPLC Chromatogramm der Expression MLS-19 (CHI)

4.4 Ausbeuten

Schlussendlich konnten aus den drei Expressionen MLS-17, MLS-18 und MLS-19 mit je 2,3 |
Zellkulturvolumen folgende Mengen Enzym gewonnen werden:

Gewonnenes
Enzym [mg]
MLS-17 (CHS) | 1,7
MLS-18 (CHS) | 1,8
MLS-19 (CHI) | 20,6

Tabelle 4-3 Enzymausbeuten der drei Expressionen MLS-17, -18 und -19.

35



Die approbierte gedruckte Originalversion dieser Diplomarbeit ist an der TU Wien Bibliothek verfligbar

The approved original version of this thesis is available in print at TU Wien Bibliothek.

M Sibliothek,
Your knowledge hub

4.5 Enzymcharakterisierung

4.5.1 Quantifizierung der Produkte

Fiir die Quantifizierung der Produkte wurden Standardreihen mit bekannter Konzentration mittels
Referenzsubstanzen hergestellt und diese mittels HPLC vermessen. Aus der Auftragung der
Absorptionswerte gegen die Stoffmenge konnte aus dem Geradenanstieg der Absorptionskoeffizient
von Naringenin bzw. Phloretin bestimmt werden. In Tabelle Tabelle 4-4 und Tabelle 4-5 sind die
Standardreihen und die dazugehdrigen integrale der Peaks in den Chromatogrammen angegeben. In
Tabelle 4-6 stehen die Absorptionskoeffizienten der beiden Substanzen, die fiir die verwendete HPLC-
Methode ermittelt wurden und mit denen eine Umrechnung von Absorption in Stoffmenge ermdoglicht

wird.

Stoffmenge Abs.
[pmol] [mAU]
0,25 0,0259
1,25 0,1302
1 0,1018
5 0,4908
10 0,926
20 1,8046
50 4,2693
100 8,3261

Tabelle 4-4 Kalibration Naringenin

Stoffmenge Abs.

[pmol] [mAU]
0,1 0,0056

0,5 0,0312

1 0,0626

5 0,3232

10 0,6412

20 1,2788

Tabelle 4-5 Kalibration Phloretin

Absorptionskoeffizient
€ (290 nm)
[I/(mol*cm]
Naringenin 0,0831
Phloretin 0,0640

Tabelle 4-6 Spektrale Absorptionskoeffizienten € (290 nm) von Naringenin und Phloretin fiir die verwendete HPLC-Methode
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4.5.2 Kinetische Messungen von CHS mit p-Coumaroyl-CoA als Substrat

Fiir simtliche Messungen mit p-Coumaroyl-CoA wurde die Chalkonisomerase als zusatzliches Enzym
eingesetzt, um die Detektion von Naringenin reproduzierbar zu halten, da das Naringeninchalkon,
welches das eigentliche Reaktionsprodukt der enzymatisch katalysierten Reaktion ist, in wassriger
Losung zwar von selbst zum Naringenin isomerisiert, die Geschwindigkeit jedoch von vielen
Parametern wie zum Beispiel dem pH-Wert abhangt.

Bei der Bestimmung der enzymatischen Parameter mit zwei Substraten wird die Konzentration eines
Substrates konstant gehalten, wahrend die andere variiert wird. Dabei ist es wichtig die fixierte
Konzentration iterativ anzupassen, um Zu gewahrleisten, dass dieses nicht
geschwindigkeitsbestimmend ist. Anfangs wurde die Malonyl-CoA Konzentration der Assays mit
variierendem p-Coumaroyl-CoA entsprechend den Graphen der Literatur (Yahyaa et al., 2017) auf 50
UM fixiert und aus den Resultaten die Konzentration fiir p-Coumaroyl-CoA von 6 UM abgeschatzt, um
Vmax ZU erreichen. Bei der anschlieBenden Bestimmung von Malonyl-CoA wurde jedoch eine starke
Substrathemmung oberhalb einer Konzentration von 5 uM festgestellt (siehe Abbildung 4-11). Daher
konnte die Malonyl-CoA Konzentration nicht beliebig hoch eingesetzt werden, um sicher an Vinax zu
sein, weil sonst wieder eine Abnahme der Produktbildung herbeigefihrt wird, was wiederum die
Bestimmung von Vnax des Co-Substrats verhindert. In weiterer Folge wurden die Assays mit
variierendem p-Coumaroyl-CoA wiederholt, bei denen die Malonyl-CoA Konzentration bei 5 uM fixiert
wurde, wobei tendenziell eine 100%ige Steigerung der Vo-Werte beobachtet wurde. Weiterhin wurde
eine Substrathemmung von p-Coumaroyl-CoA festgestellt, die jedoch deutlich schwacher und erst bei
Konzentrationen ab 50 uM zu beobachten war (siehe Abbildung 4-12).

‘ |V, Naringenin

1,5%x107
i Modell MichaelisMenten
1.0%x1 0-3 - Gleichung y = Vmax * x/ (Km + x)
’ Vmax 0,00417 + 9,86043E-5
- Km 1,47418 + 0,09446
Chi-Quadr Reduziert 4,38489E-7
5,010 R-Quadrat (COD) 0,99867
Kor. R-Quadrat 0,99834
T T T T T T T T T T T - 1
-1 0 1 2 3 4 5 6

Malonyl-CoA [uM]

Abbildung 4-10 Naringeninbildung in Abhdngigkeit von Malonyl-CoA, bei 6 uM fixiertem p-Coumaroyl-CoA
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3,5x1072

3,0x10° ™

Malonyl-CoA [uM]

Abbildung 4-11 Substrathemmende Wirkung mit zunehmender Malonyl-CoA Konzentration bei der Naringeninbildung.

Wie aus Abbildung 4-12 ersichtlich ist, ist die Maximalgeschwindigkeit noch nicht vollstandig bei 6 uM
p-Courmaroyl-CoA erreicht (blauer Pfeil). Diese Konzentration wurde allerdings zur Bestimmung der
kinetischen Parameter von Malonyl-CoA gewahlt. Daher ist zwar die vorangegangene Bestimmung der
kinetischen Parameter fiir Malonyl-CoA mit einem gewissen Fehler behaftet, jedoch hat dies keine

Auswirkungen auf die Parameter fiir p-Coumaroyl-CoA, denen das Hauptinteresse gilt.
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Abbildung 4-12 Naringeninbildung in Abhéngigkeit von p-Coumaroyl-CoA, bei 5 uM fixiertem Malonyl-CoA

4.5.3 Kinetische Messungen von CHS mit p- Dihydrocoumaroyl-CoA als Substrat

Bei den ersten Versuchen der Phloretinsynthese wurde Malonyl-CoA wieder bei 50 uM gehalten, und
p-Dihydrocoumaroyl-CoA zwischen 0,25 und 25 uM variiert. Aufgrund hoher Schwankungen der
Messwerte wurde die eingesetzte CHS-Menge verdreifacht und auch der untersuchte
Konzentrationsbereich erweitert. Eine Dreifachbestimmung mit 0,6 pg CHS und einem
Substratkonzentrationsbereich von 0,25 — 100 uM lieferten sehr gut zueinanderpassende Verlaufe und
wurden fir die Auswertung in Abbildung 4-12 herangezogen. Die detektierten Produktmengen wurden
gedrittelt, um sie auf 0,2 pg CHS zu normieren und mit den Naringeninassays vergleichbar zu machen.
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Abbildung 4-13 Bildung von Phloretin in Abhdngigkeit von p-Dihydrocoumaroyl-CoA, bei 50 uM fixiertem Malonyl-CoA
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Abbildung 4-14 Bildung von Phloretin in Abhdngigkeit von Malonyl-CoA, bei 40 uM fixiertem p-Dihydrocoumaroyl-CoA

Die Phloretinbildung wies ebenfalls eine Substrathemmung in Abhéangigkeit der Malonyl-CoA
Konzentration auf, jedoch erst bei [S] > 50 uM. Der Abfall in der Produktbildungsrate ist jedoch nicht
so abrupt wie in den Naringeninassays. Bis dorthin sind aber bereits drei Datenpunkte (15, 25 und 50
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UM, siehe Abbildung 4-14), im flachen Bereich der Kurve. Fiir einen besseren Vergleich, sind in
Abbildung 4-15 die Reaktionsgeschwindigkeiten der Substrate p-Dihydrocoumaroyl-CoA und p-
Coumaroyl-CoA — bei jeweils optimaler Malonyl-CoA Konzentration — in Abhadngigkeit der

Konzentration in einem Graphen dargestellt.

1,2x1072
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o
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Abbildung 4-15 Bildung von Naringenin (schwarz) und Phloretin (rot) in Abhdngigkeit des Phenylpropanoidsubstrats, bei
jeweils optimaler Malonyl-CoA Konzentration.

4.6 Enzymkinetische Parameter der CHS und deren Interpretation

Aus den erfolgten enzymatischen Messungen konnten die kinetischen Parameter der CHS berechnet
werden und sind in Tabelle 4-7 aufgefihrt.

Naringenin Phloretin
p-Dihydro-
p-Coumaroyl-CoA | Malonyl-CoA coumaroyl- Malonyl-CoA
CoA
X("‘laa_[ﬂ;m/ sl 1,05 £ 0,09 0,42£001 | 060+0,02 | 0,54%0,02
K [M]
(x10%) 2,61+0,43 1,47 £0,09 1,51+0,27 2,83+0,18
— -1
f;alto_'l‘)/maX/n(CHS) . 2,36+ 0,09 0,98 + 0,01 1,36 £ 0,02 1,22 +£0,02
A il
fxlt{)'f;“ (M*s7] 9,05 +1,53 637+4,56 | 901+175 | 4,32+346

Tabelle 4-7 Errechnete kinetische Parameter der CHS in den Reaktionen zu Naringenin und Phloretin
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Interessanterweise zeigt p-Dihydrocoumaroyl-CoA einen mehr als 40 % niedrigeren Ky-Wert, also eine
hohere Affinitat zur CHS als p-Coumaroyl-CoA. Allerdings ist der Vimax-Wert ebenfalls um mehr als 40 %
niedriger, weshalb die katalytische Effizienz, der Quotient aus k.t und Ky, fiir beide Substrate praktisch
gleich sind. AuBerdem ist der Ku-Wert flir Malonyl-CoA bei der Reaktion von p-Dihydrocoumaroyl-CoA
fast doppelt so hoch wie der Ku-Wert von p-Coumaroyl-CoA.

Die Vmax-Werte von p-Dihydrocoumaroyl-CoA und Malonyl-CoA stimmen sehr gut (iberein, was zeigt,
dass die Messungen in sich stimmig sind. Die Vmax-Werte von p-Coumaroyl-CoA und Malonyl-CoA
weichen voneinander ab, was zum Teil darauf zurilickzufiihren ist, dass — wie bereits oben beschrieben
— die Maximalgeschwindigkeit bei 6 uM p-Courmaroyl-CoA noch nicht ganz erreicht ist. Wiirde man
die zwei Messungen mit den hochsten Konzentrationen nicht zur Berechnung hinzuziehen, was jedoch
nicht zuldssig ist, da man dann den Kw-Wert nicht Gberschreitet, erhdlt man einen Vmax-Wert von 1,03
+0,11 x10™** mol/s (Kw = 4,37 uM). Dies wére in perfekter Ubereinstimmung mit dem Vinax-Wert von p-

Coumaroyl-CoA.

Flr einen besseren Vergleich mit bereits veroffentlichten kinetischen Parametern (Yahyaa et al., 2017)
wurden diese in Tabelle 4-8 auf gleiche Einheiten umgerechnet und fehlende Fehlergrenzen fiir die
katalytische Effizienz (rot) berechnet.

Naringenin Phloretin
p-Dihydro-
p-Coumaroyl-CoA | Malonyl-CoA coumaroyl- Malonyl-CoA
CoA
K [M]
(x10°%) 5,09 +£1,26 0,95+0,41 5,07 +2,46 0,75+ 0,24
-1
f;alté_sl)] 0,398 £ 0,051 0,348 +0,038 | 0,446+0,060 | 0,810%0,313
Al il
fxltgf;‘ (M7 0,78 £0,29 3,66 +1,98 0,88 +0,55 10,80 + 7,63

Tabelle 4-8 Publizierte kinetische Parameter der MdCHS3 in den Reaktionen zu Naringenin und Phloretin (Yahyaa et al., 2017).
Rot markierte Standardabweichungen wurden neu berechnet, da sie in der Publikation nicht angegeben waren.

Aus den von Yahyaa et al. publizierten Daten geht hervor, dass p-Coumaroyl-CoA und p-
Dihydrocoumaroyl-CoA sowohl nahezu identische Ku- und k.-Werte aufweisen. Daraus ergibt sich,
dass die katalytische Effizienz ebenfalls innerhalb ihrer Standardabweichung nahezu identisch fir diese
beiden Substrate ist. Allerdings sind die Ku-Werte fiir beide Phenylpropanoid-Substrate deutlich héher
und die ket-Werte liegen zwischen 17 - 66 % unterhalb der in die in dieser Arbeit bestimmten Werte.

Laut Publikation haben die Autoren auBerdem eine potenzielle engere Substratspezifitat der MdACHS3
beobachtet, indem sie relative Umsatzraten von p-Dihydrocoumaroyl-CoA, p-Coumaroyl-CoA und
Zimtsaure-CoA-Ester, die jeweils eine Konzentration von 15 uM hatten, in Anwesenheit von 56 uM
Malonyl-CoA bestimmt haben. Die publizierten Umsatzraten sind in Tabelle 4-9 wiedergegeben. Laut
der Publikation, wurde die Aktivitdt von p-Dihydrocoumaroyl-CoA auf 100 % Umsatz gesetzt, jedoch

42



Die approbierte gedruckte Originalversion dieser Diplomarbeit ist an der TU Wien Bibliothek verfligbar

The approved original version of this thesis is available in print at TU Wien Bibliothek.

M Sibliothek,
Your knowledge hub

zeigt die Tabelle fir dieses Substrat und der Verwendung von MdCHS2 aus unbekannten Griinden

lediglich eine Umsatzrate von 93 %.

Relative Umsatzrate [%]
Substrat MdCHS1 MdCHS2 MdCHS3
p-Dihydrocoumaroyl-CoA 100 £ 0.81 93+1,90 100 + 3,53
p-Coumaroyl-CoA 82 £1,05 30+2,70 691,41
Zimtsaure-CoA-Ester 94 +1,63 100 +2,17 10+1,17

Tabelle 4-9 Publizierte Umsatzraten von MdCHS1, MdCHS2 und MdCHS3 mit p-Dihydrocoumaroyl-CoA, p-Coumaroyl-CoA und
Zimtsdure-CoA-Ester (jeweils 15 uM) in Anwesenheit von 56 uM Malonyl-CoA (Yahyaa et al., 2017). Die Aktivitét von p-
Dihydrocoumaroyl-CoA wurde laut Autoren auf 100 % gesetzt.

Aus den Daten geht hervor, dass p-Dihydrocoumaroyl-CoA fiir alle drei CHS das beste Substrat ist, mit
der Ausnahme, dass MdCHS2 Zimtsdure-CoA-Ester noch etwas mehr bevorzugt (ca. 7 % Unterschied).
Die Umsatzraten fir p-Coumaroyl-CoA liegen zwischen 30 (MdCHS2) und 82 % (MdCHS1), wobei
MdCHS3 eine Umsatzrate von ca. 69 % aufweist. Zimtsaure-CoA-Ester zeigt nahezu 100 % Umsatz, mit
Ausnahme von MdCHS3 welches lediglich 10 % Umsatz aufweist. Aufgrund einer angeblich
beobachteten engeren Substratspezifitat der MdCHS3 — wobei unklar bleibt was die Autoren darunter
verstehen — wurde dieses Enzym von den Autoren fiir eine enzymkinetische Charakterisierung

ausgewahlt.

Die in der gleichen Publikation veréffentlichen kinetischen Daten (siehe Tabelle 4-8) widersprechen
den veroffentlichten Umsatzraten. Die Substrate p-Coumaroyl-CoA und p-Dihydrocoumaroyl-CoA
besitzen, wie bereits erwahnt, flir MdCHS3 nahezu identische Ku- und k.-Werte. Daraus folgt, dass
beide Substrate lber den gesamten Konzentrationsbereich die gleichen Umsatzgeschwindigkeiten
haben, auller es kommt zur Substrathemmung, was die Autoren jedoch nicht beobachtet haben.

Um ausschlieBen zu kénnen, dass die Autoren mit einer CHS gearbeitet haben, die aufgrund von
Mutationen eine andere Substratspezifitat hat wurde ein Sequenzvergleich durchgefiihrt, welcher in
Abbildung 4-16 dargestellt ist.
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5 Diskussion und Ausblick

Die Produktion von Dihydrochalkonen aus in-vitro Versuchen von Gosch et al. (2009) in denen p-
Coumaroyl-CoA mit Malonyl-CoA und NADPH in Rohextrakten aus Apfelblatter inkubiert wurden,
weisen auf eine Reduktase-Aktivitat hin, die p-Coumaroyl-CoA zu p-Dihydrocoumaroyl-CoA reduziert.
Der Umsatz zu Phloretin geschieht dann vermutlich durch die CHS. Die CHS katalysiert diese Reaktion,
wie nicht zuletzt in dieser Arbeit gezeigt. Berichten von Dare et al. aus 2013a zufolge beobachtet man
eine bis zu 90%ige Abnahme der Phlorizin-Konzentration in Malus-Mutanten in denen drei CHS Gene
durch RNAi-Silencing abgeschalten wurden. Darliber hinaus gibt es dramatische Unterschiede im
Phanotyp der Apfelpflanze wie fehlende Pigmentation in Bliiten, kiirzeren Sprossachsen, stark
reduziertes Wachstum, kleinere Blatter und Friichte. Verdanderungen die man in diesem AusmaR in
anderen CHS-supprimierten Pflanzen, wie Petunia x hybrida, Zea mays, oder Arabidopsis nicht
beobachten kann. Eine negative Korrelation zwischen Flavonoidgehalt und Auxintransport werden fiir

diese Verdanderungen vermutet.

Ahnliche phianotypische Verdnderungen wurden durch Silencing der Phloretinglycosyltransferase
(MdPGT1), die die Glykosylierung von Phloretin zu Phlorizin katalysiert, beobachtet, obwohl die
Abnahme der Phlorizinkonzentrationen in diesen Mutanten eher im Bereich 50% lagen (Dare et al.,
2017).

Um die Funktionalitdt der CHS in der Flavonoid- und der Dihydrochalkon-Biosynthese besser zu
verstehen, wurden in dieser Arbeit zwei von ihr katalysierten Reaktionen untersucht und miteinander
verglichen. Fiir diesen Zweck wurden, nach einigen Optimierungsschritten eine in einen pTrcHis2-
TOPO Vektor klonierte MdCHS exprimiert, durch ein optimiertes Aufschlussverfahren aus dem Wirt
gewonnen, und mittels Affinitdtschromatographie gereinigt. Nach einem Pufferwechsel und
Aufkonzentrieren wurde die CHS aliquotiert und bei -80 °C aufbewahrt.

Diese CHS wurde fiir die Enzymcharakterisierung der zwei untersuchten Reaktionen zum Naringenin
und Phloretin eingesetzt, in denen die kinetischen Parameter der Substrate untersucht und verglichen

wurden.

Die Expressionen konnten zu einem hohen Grad optimiert werden. Zwar war das begrenzte
Expressionsscreening der CHS im pGEX6-P1 Vektor nur maRig erfolgreich, doch der Umstieg auf den
pTrcHis2-TOPO Vektor zusammen mit der vorherigen Optimierung konnten nicht nur das Verhaltnis
von l6slichem Enzym zu Inclusion Bodies, sondern auch die Ausbeute an Enzym erheblich verbessern.
Diese Verbesserung geht vermutlich auf eine Kombination von unterschiedlichen Griinden zuriick. Zum
einen ist der His-Tag deutlich kleiner als der GST-Tag, bei welchem eine potenzielle Erhéhung der
Loslichkeit des Fusionsproteins stets individuell getestet werden muss. Zum anderen besitzt der
pTrcHis2 Vektor einen Trc-Promotor, der deutlich schwéacher als der starke T7-Promoter des pGEX6-
P1 Vektors ist, was in der Regel das Verhaltnis von I6slichem Zielprotein zu Inclusion Bodies deutlich
verbessert. Mit einer Expression von ca. 2,3 | lieB sich so rund 2 mg l6sliches Enzym gewinnen, eine
Menge, die fiir hunderte Assays ausreicht. Eine Moglichkeit, um die Expression weiter zu verbessern,
bestiinde in der Verwendung eines dedizierten Expressionsstamm wie BL21-Al, der mit dem pTrc-
Vektor kompatibel ist, die Temperatur wahrend der Expression zu erniedrigen und die Expressionszeit
zu erhdhen.
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Ein Bereich, in dem ebenfalls noch Optimierungen moglich sind, ist der Zellaufschluss. Wie
demonstriert wurde, konnten einheitliche Aufschlisse nicht erreicht werden und die beiden
Methoden — Lysozym und Ultraschall — zeigten abwechselnd bessere Resultate gegeniliber der
anderen. ldealerweise verwendet man eine Methode (oder entwickelt ein Kombinationsprotokoll,
anstatt beide Methoden sequenziell durchzufiihren) die einen hohen Grad an Aufschluss garantiert.

Die Reinigung der CHS konnte insofern optimiert werden, als dass das Auftreten einer Schulter im
Chromatogramm, welche vermutlich durch Fremdproteine verursacht wird, durch eine Erh6hung des
pH-Werts von pH 7 auf pH 8 des Eluens verhindert werden konnte. Die Ursache liegt vermutlich
weniger in einer potenziell gednderten Spezifitat der Saulenmatrix, als vielmehr in der Wirkung des
pH-Werts auf das Imidazol. Imidazol besitzt einen pKa-Wert von 6,95 und liegt daher bei pH 7 in etwa
in einem Verhéltnis von 1:1 der protonierten und deprotonierten Form vor. Bei pH 8 ist das Imidazol
hingegen zum grofRten Teil deprotoniert und die deprotonierte Form kann die Proteine effektiver von
der Saulenmatrix eluieren. Es muss jedoch erwdhnt werden, dass die hohere Reinheit durch das
Verschwinden der Schulter im Chromatogramm nur eine Vermutung und keinen Beweis darstellt. Zu
einer weiteren Reinigung der CHS konnte man weiterfihrende Reinigungsschritte nach der
Affinitatschromatographie durchfiihren, wie etwa eine chromatographische Abtrennung weiterer
Fremdproteine durch den Einsatz einer Mono Q™ Anionenaustauschsdule oder einer
GroRenausschlusschromatographie. Durch eine hohere Reinheit ist bei den Enzymassays die

eingesetzte CHS-Menge exakter bekannt.

Beim Aufkonzentrieren und Umpuffern verschiedener CHS-Expressionen konnten erhebliche
Unterschiede im Zeitaufwand beobachtet werden. Es ist nicht restlos klar wie die zustande kamen,
aber ein Verdacht liegt auf der Oxidation von oberflichennahen Cysteinen und intermolekularer
Disulfidbriickenbildung. Sollte die CHS im Vivaspin zum Teil unl6slich werden, kénnte durch eine
Belegung der Membran die Dauer der Aufkonzentrierung erhéht werden. Um dies zu verhindern, wird
oft ein Reduktionsmittel wie zum Beispiel DTT zugegeben. Sollte die Reduktionswirkung jedoch
nachlassen — die Halbwertszeit von DTT liegt je nach pH-Wert nur bei wenigen Stunden, ist es denkbar,
dass eine Disulfidbriickenbildung nicht ausreichend unterbunden werden kann. Dariiber hinaus kann
oxidiertes DTT (ein ringgeschlossenes Disulfid) selbst wieder als Oxidationsmittel wirken und dadurch

die Ausfallung der CHS vielleicht sogar noch beschleunigen.

Mit dem gereinigten Enzym konnten kinetische Daten von den Substraten p-Dihydrocoumaroyl-CoA,
p-Coumaroyl-CoA und Malonyl-CoA erhalten werden, wobei einige Faktoren eine korrekte Messung
der CHS katalysierten Reaktionen erschwerten. So wurde im Laufe dieser Arbeit zum Beispiel
festgestellt, dass das Malonyl-CoA Uber langere Zeit begrenzte Lagerstabilitdt aufweist. Auch die
Produkte scheinen eine begrenzte Stabilitdt bzw. Loslichkeit zu haben, da Proben, die langere Zeit im
Autosampler der HPLC standen einen deutlichen Trend der Produktabnahme / -degradation zeigten.

Obwohl die katalytische Effizienz fiir die Substrate p-Dihydrocoumaroyl-CoA und p-Coumaroyl-CoA
identisch sind, zeigen beide Substrate deutliche Unterschiede in ihren Ku- und Vma-Werten. p-
Dihydrocoumaroyl-CoA zeigt eine fast doppelt so hohe Affinitat zur CHS als p-Coumaroyl-CoA, jedoch
ist die maximale Umsatzgeschwindigkeit nur etwas mehr als halb so hoch (siehe Abbildung 4-15). Sehr
bemerkenswert ist die Beobachtung einer Substrathemmung durch Malonyl-CoA ab einer
Konzentration von 5 uM bei der Reaktion mit p-Coumaroyl-CoA, nicht aber bei der Reaktion mit p-
Dihydrocoumaroyl-CoA. Das bedeutet, dass sich die Reaktion von p-Coumaroyl-CoA mit ab 5 uM
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steigenden Malonyl-CoA Konzentrationen verlangsamt, wahrend sich die Reaktion von p-
Dihydrocoumaroyl-CoA weiter beschleunigt. Dadurch, dass die Substrathemmung nur fiir eines der
beiden Phenole stattfindet, lasst sich der Riickschluss ziehen, dass die Hemmung erst im weiteren
Verlauf der Kettenverlangerung erfolgt und das Enzym ohne p-Coumaroyl-CoA im aktiven Zentrum
ungehemmt ist. Das wiederum bedeutet, dass die einseitige Hemmung auch bei gleichzeitigem
Vorliegen von p-Coumaroyl-CoA und p-Dihydrocoumaroyl-CoA zu beobachten sein sollte. Diese
Hypothese miisste jedoch noch verifiziert werden. Ob die Substrathemmung von Malonyl-CoA
physiologische Bedeutung hat, ist unklar. Normalerweise ist die cytosolische Malonyl-CoA
Konzentration streng, und auf niedrigem Niveau durch die cytosolischen Varianten der Enzyme Acetyl-
CoA-Carboxylase (ACCase, Aufbau Malonyl-CoA) und Malonyl-CoA-Decarboxylase (MCD, Abbau von
Malonyl-CoA), geregelt. Eine Substrathemmung fiir p-Coumaroyl-CoA wurde bereits vor langer Zeit
beschrieben (Hrazdina et al., 1976) und deckt sich mit den Resultaten, die in dieser Arbeit erzielt

wurden.

Die Ergebnisse der Publikation Yahyaa et al., (2017), an der sich diese Arbeit orientiert hat, stehen im
Kontrast zu den hier gewonnenen Resultaten. Yahyaa et al. (2017) kamen Uber Messungen von
Umsatzraten zu dem Schluss, dass drei aus dem Apfel gewonnenen CHS Isozyme, Phloretin schneller
als Naringeninchalkon bilden, und ein Enzym (MdCHS3) eine engere Substratspezifitat hat, wobei offen
bleibt, was die Autoren damit meinen, da es in der Publikation nicht weiter erldutert wird. Die von den
Autoren durchgefiihrten kinetischen Untersuchungen der MdCHS3 stiitzen auch nicht die Behauptung,
dass die CHS eine hohere Umsatzrate fiir p-Dihydrocoumaroyl-CoA hat, da das Substrat identische
kinetische Parameter (Kv, Vmax) Wie p-Coumaroyl-CoA aufweist. Die in dieser Arbeit festgestellte
Substrathemmung durch Malonyl-CoA liefert die Erklarung, warum die Autoren unterschiedliche
Umsatzraten feststellen konnten. Laut Publikation haben die Autoren 56 uM Malonyl-CoA eingesetzt,
was offensichtlich dazu fiihrt, dass die Reaktion von p-Coumaroyl-CoA so stark inhibiert wurde, dass p-
Dihydrocoumaroyl-CoA eine schnellere Umsatzgeschwindigkeit aufwies. Allerdings ist eine
Substrathemmung in der Publikation weder erwahnt noch aus den Graphen ersichtlich, obwohl sie
Konzentrationen bis 30 uM einsetzen. Weitere Aussagen Uber die kinetischen Daten von Yahyaa et al.
(2017) lassen sich leider nicht treffen, da nicht erwahnt wird, wie hoch die Konzentration von Malonyl-
CoA bei der Bestimmung der enzymatischen Parameter von p-Coumaroyl-CoA und p-
Dihydrocoumaroyl-CoA war.

Eine potenziell unterschiedliche Substratspezifitdt durch das Auftreten von Mutationen in den CHS
Sequenzen konnte ebenfalls mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden,
da sich alle Positionen, an denen die Aminosauren variieren auf der AuBenseite der CHS, fernab des
aktiven Zentrums und des Interfaces des Homodimers befinden. CHS aus anderen Pflanzen sind
ebenfalls in der Lage p-Dihydrocoumaroyl-CoA umzusetzen (Lehka et al., 2017), weshalb diese
Funktionalitat vermutlich generell bei Chalkonsynthasen anzutreffen ist.

In dieser Arbeit wurde demonstriert, dass die Bildung von hohen Mengen an Phloretin-Derivaten im
Apfel nicht an einer speziellen CHS liegt, sondern dass eine bis dato nicht identifizierte Oxidoreduktase,
die den Precursor fiir die Phloretinbildung bereitstellt. Die Identifikation dieses Schliisselenzyms
kénnte den Grundstein flr weitere Forschung legen wie man zum Beispiel Dihydrochalkone ebenfalls

in anderen Pflanzen produzieren lassen kann.
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