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Zusammenfassung

In der konventionellen Landwirtschaft spielen Herbizide eine wichtige Rolle. Jedoch nimmt ihre
Wirksamkeit durch vermehrtes Auftreten von Toleranzen der Unkrduter ab. Innerhalb der
letzten 30 Jahre wurde kein neuer herbizider Wirkmechanismus identifiziert, bisher bewahrte

Produkte verlieren ihre Zulassung.

Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag zur Suche nach bisher noch nicht verwendeten

Wirkstoffzielen fir Herbizide.

Der eine Schwerpunkt lag auf der Hemmung eines Enzyms (DHNS) des Synthesewegs von
Phylloquinon. Letzteres ist fiir alle Photosynthese-treibenden Pflanzen essenziell Im
eukaryotisch-tierischen Organismus wird es hingegen nicht produziert, wenn auch als Vitamin

K. benotigt.

Als potenzieller Wirkstoff zur Hemmung der durch DHNS katalysierten Reaktion kam MOCB

zum Einsatz, ein aus der Antibiotikaforschung stammendes Molekdil.
Seine in-vivo Aktivitit konnte durch Hemmung des Pflanzenwachstums bestitigt werden.

Dieser Storeffekt lie3 sich bedingt kompensieren, zum einen durch die Supplementation eines
Folgeprodukts der DHNS-Reaktion, zum anderen durch die Uberexpression der DHNS. Somit
sollte das Enzym das Ziel von MOCB sein.

Die chemische Validierung bewies die Beeinflussbarkeit der DHNS-Reaktion durch den
aktivierten Inhibitor MOCB-CoA, innerhalb eines biochemischen Tests (in-vitro). Die

ermittelten Kennzahlen charakterisieren MOCB-CoA als einen kompetitiven Inhibitor.

Mittels transgener Linien wurde im Zuge der genetischen Validierung gezeigt, dass das
Herunterregulieren der DHNS durch den RNSi-Effekt zu Stérungen bei der Samenbildung

tihrt. Dies unterstreicht den Charakter der DHNS als essenzielles Enzym.

Insgesamt war es moglich, die Wirkstoff-Wirkort-Beziehung von MOCB und DHNS zu zeigen
sowie die DHNS als potenzielles Wirkstoffziel fiir die Entwicklung zukinftiger Herbizide zu
empfehlen. Da ein /n-vitro-Test etabliert ist, kann dieser innerhalb von Hochdurchsatzscreening-

Kampagnen verwendet werden.

Der zweite Schwerpunkt nahm den Vorgang des Spleilens zum Wirkziel. Der Versuch des
Induzierens fehlgespleiiter Transkripte wurde im Bereich der Herbizidforschung (wissentlich)

bisher noch nicht unternommen, die ersten gezielten Ansitze finden sich im Rahmen der
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humanen Kirebsforschung. Nach Literatur-Durchsicht bot sich Psoromsdure als

aussichtsreicher Wirkstoff-Kandidat an.

Als erster Schritt galt somit das Aufzeigen einer pflanzlichen 7n-vivo Aktivitit des Wirkstoffs.
Diese bestand in einer allgemeinen Wachstumsdepression in Gegenwart von aufsteigender
Wirkstoffkonzentrationen. Diese gipfelte ab einer Konzentration von 75 uM in einem letalen
Effekt. Ob diese Effekte durch FehlspleiBungen verursacht wurden, war Gegenstand einer
Transkriptom-Analyse. Innerhalb dieser konnten fehlgespleil3te-Transkripte aufgefunden und
zu ihren jeweiligen Genorten zugeordnet werden. AbschlieBend war es moglich, die Ergebnisse

dieser computergestitzten Analyse stichprobenartig mittels RT-PCR biochemisch zu validieren.

Durch Gabe des Inhibitors konnten FehlspleiBungen induziert werden, die potenziell zum
herbiziden Effekt des Wirkstoffs gefithrt haben kénnen. Die Hemmung von Pflanzenwachstum

durch Eingriffe in den Splei3prozess ist machbar und aussichtsreich.

Fir die beiden untersuchten Wirkstoffziele konnten herbizide Effekte bei ihrer jeweiligen
Hemmung gezeigt werden. Fiir den Themenkomplex ,,Inhibition des Spleilens sollte kiinftige
Forschung den exakten Ansatzpunkt im Spleilvorgang so weit einengen, dass von seiner

Hemmung nur pflanzliche Organismen betroffen sind.

Die Ergebnisse des Themenschwerpunkts ,,Validierung von DHNS als Wirkstoffziel” zeigen

die Eignung dieses Wirkziels fiir die unmittelbare Suche nach neuen herbiziden Molekdlen.



Abstract

Herbicides are an important factor in conventional agriculture. However, due to a rise in
herbicide resistant weeds, their efficacy is fading. As no new mode of action was identified in
the last 30 years, and well-established products are losing their registration, herbicide research

is now again scouting for novel targets.
The work in hand is contributing to the characterization of two targets for future herbicides.

One focus is the disruption of phylloquinone synthesis by inhibition of the enzyme DHNS.
Phylloquinone is an essential electron transporter in photoautotrophic plants. The synthesis
pathway is not present in animal cells, even though it is required by the organism and therefore

considered a vitamin (vitamin K1).

MOCB, a compound discovered in antibiotic research, was used as a tool compound. As it led
to restrained growth in plants, its zz-vive activity could be confirmed. Since this phenotype could

be complemented, by supplementing an intermediate down-stream of the DHNS reaction, as

well as, by overexpressing DHNS itself, it is probable that DHNS is the target of MOCB.

It was proven zn-vitro, by a biochemical assay, that the reaction catalyzed by DHNS can be

influenced by the activated inhibitor MOCB-CoA, portraying the chemical validation.

While working on transgenic lines, dedicated to downregulation of DHNS via RNAi, impaired

seed development was revealed, further strengthening DHNS character as an essential enzyme.

Overall, it was possible to show the tie of MOCB and DHNS as compound and target.
Therefore, DHNS could be positioned as a promising novel herbicidal target. With a dedicated

in-vitro assay in place, it can now be utilized in high throughput campaigns.

The second area of focus took splicing process as target for future herbicides. In herbicide
research, the approach of inducing faulty splicing was (intentionally) never done before. The
incipient stages for this mode of action can be found in cancer research. After thorough review
of medical literature, psoromic acid, the compound used for exploration, was found to be most

suitable.

As a first step the compounds 7z-vivo activity in plants was evaluated. It mainly consisted of stunted
growth in presence of rising concentrations of psoromic acid. At a concentration of 75 uM the

consequences induced peaked in lethal effects. To assess if these effects are caused by deficient
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splicing the transcriptome was analyzed. During this analysis abnormally spliced transcripts were
found and mapped to their gene loci. Finally, these computer-generated results were biochemically

spot-check validated by RT-PCR.

By compound application faulty splicing was induced, which potentially could have led to herbicidal

effects. Therefore, inhibiting plant development by interference of splicing is feasible and promising.

For the two targets evaluated, herbicidal effects were detected after inhibition. Follow-up research
on the topic “Inhibition of splicing” should narrow the point of application for future compounds

to only address plants.

The results of the focal point “Validation of DHNS as target” illustrate the targets qualification

for immediate screens on novel herbicidal compounds.
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I.  Einleitung und Motivation

Die Weltbevolkerung weist aktuell eine Gréfie von 7.8 Milliarden Menschen auf und soll im
Verlauf der kommenden Dekaden um weitere drei bis vier Milliarden Menschen ansteigen
(United Nations, Department of Economic and Social Affairs, Population Division). Hieraus
ergibt sich ein klar erwartbarer Anstieg der Nachfrage nach Nutzpflanzen, die weltweit die
hauptsichliche Nahrungsquelle darstellen (Shiferaw, Prasanna, Hellin & Bénziger 2011; Food

and Agriculture Organization of the United Nations 2015).

Gleichzeitig lasst sich eine Entwicklung des Weltklimas beobachten, die laut Prognosen zu
einem Anstieg von 3 bis 5 °C Obetflichentemperatur in den nachsten 50 bis 100 Jahten fithren
wird.(Solomon, S., D. Qin,M. Manning, Z. Chen,M. Marquis, K.B. Averyt, M. Tignor and H.L.
Miller 2007)

Hieraus kann sich eine Hiaufung an nicht-optimalen Vegetationsperioden ergeben, da mit einem
Anstieg der Temperatur die Auftrittswahrscheinlichkeit fiir extreme Wetterbedingungen wie
Flut, Durre und Hitzewellen ansteigt (Bates, Kundzewicz, Wu & Palutikof 2013). In der Summe
fihrt dies zu einer Verkiirzung der Anbausaison sowie einem Riickgang landwirtschaftlich
verwendbarer Flichen (Verlust von Anbauflichen durch Ansteigen des Meeresspiegels,
Versalzung der Boden in  Kistenzonen sowie allgemein durch verschlechterte

Witterungsbedingungen).

Zusammenfassend miussen zur Erfillung der ansteigenden Nachfrage die verbleibenden

Flichen weitergehend optimiert werden.

Hierftr bieten sich verschiedene Strategien an: Einsatz von GMOs (Gentechnisch modifizierte
Organismen), datenbasierte Herangehensweisen (swart farming// digital farming) sowie der

Einsatz von Agrochemie.

GMOs und datenbasierte Ansitze zielen auf eine Erweiterung beziehungsweise effektivere
Nutzung der Anbauflichen ab, sei es durch das gezielte Einbringen von Toleranzen in die
Pflanzen gegeniiber solcher ,nicht-optimalen® Umweltbedingungen oder aber der
Bereitstellung sogenannter ,,Decision-Making-Tools™, die dem Bauern durch Modellierung eine

umfassendere Informationsebene zum Acker und seinem Potential vermitteln.

Im Gegensatz hierzu hilft Agrochemie, dass konventionelle Nutzpflanzen auf bestehenden

Anbauflichen zur Entfaltung ihres maximalen Potentials einen Wachstumsvorsprung erfahren.
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Dies erfolgt teils durch Diingung, aber ebenso durch selektive Schutzmal3nahmen gegeniiber
schidlichen biologischen Einflussfaktoren (beispielsweise durch Einsatz von Herbiziden,
Fungiziden und Insektiziden). Wihrend Fungizide und Insektizide die Nutzpflanze gegen
Pilzerkrankungen und Schadinsekten feien, tragen Herbizide dazu bei, die unerwinschten

Konkurrenz-Pflanzen zu dezimieren und zu kontrollieren.

Sieht man die Anbaufliche als ein Objekt mit limitierten Ressourcen (Wasser, Nihrstoffe, Platz
und Sonnenlicht) an, so ist es im Sinne des Landwirts, dass zur Ertragsmaximierung das Gros
dieser Wertstoffe nur der Nutzpflanze zur Verfiigung stehen; das gleichzeitige Vorhandensein
anderer Pflanzen schmilert den vorhandenen Ressourcenpool. Weiterhin begunstigen
sogenannte Unkrauter und Ungriser als Primérwirte das Eindringen von Schadorganismen, wie
beispielsweise Pilzerkrankungen, und sie erschweren allgemein das Bewirtschaften des Felds
(z.B. Blockieren des Mahdreschers durch Kletten-Labkraut, Verhinderung von notwendigen
Pflanzenschutzmalnahmen mit potentiell bienengefahrlichen Wirkstoffen durch Frihbliher im

Feld) (Klein, Grabler & Tischner 2015).

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Entwicklung neuer Herbizide leisten: Durch

Identifikation, Charakterisierung und Validierung neuer Wirkstoffziele.

Als vielversprechende Kandidaten fiir Angriffspunkte zukiinftiger Pflanzenschutzmittel
prasentieren sich hierbei zwei Prozesse: Die Phylloquinon-Synthese sowie das Spleilen von

RNS.

Diese potenziellen neuen Ziele entstammen einer Sonderform des Wirkstoffziel-basierten
Forschungsansatzes, einer Vorgehensweise, die sich schon wihrend der letzten Dekaden
innerhalb der medizinischen Forschung gro3er Beliebtheit erfreute. Das Grundprinzip besteht
hierbei in einer fokussierten Wirkstofffindung fiir ein bestimmtes und charakterisiertes
Zielprotein, dessen bekannte Eigenschaften die gezielte Suche mittels eines miniaturisierten
biochemischen Testsystem begiinstigen. Dies erméglicht einerseits das Uberpriifen eines
groB3en Umfangs an Testsubstanzen innerhalb kurzer Zeit und andererseits die Minimierung der
bendtigten  Wirkstoffmenge. Den Gegensatz hierzu bildet der Phinotyp-basierte
Forschungsansatz: Hierbei werden zuerst eine Vielzahl unterschiedlichster chemischer
Verbindungen auf ihre Wirksamkeit auf den Phinotyp des Organismus getestet, erst danach

wird der unbekannte Wirkort der so selektierten Wirkstoffe aufgeklirt (Swinney 2013).

Die hier behandelte Sonderform des Wirkstoffziel-basierten Ansatzes ful3t auf der strukturierten
Sichtung von Literatur (primiér zu Bakterien und Pilzen, selten zum tierischen Organismus)
beziiglich neuer Ziel-Proteine mit bekannten Inhibitoren. Von Interesse sind hierbei solche
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Ziele, die eine moglichst exakte Entsprechung in der Pflanze finden und dort an maf3geblichen
Stoffwechselwegen oder Mechanismen beteiligt sind. Eine Inhibition derselben sollte folglich

letale Konsequenzen nach sich ziehen.

Die so identifizierten, aus der Literatur bekannten inhibitorischen Wirksubstanzen dienen als
erste Anhaltspunkte zur Entwicklung weiterer spezifischer Wirkstoffe. Sie werden daher als

tool-compounds bezeichnet.

Potenzielle Ansatzpunkte fir Herbizide sollten in diesem Kontext idealerweise einige

Voraussetzungen erfiillen, um gute Starbedingungen zu garantieren:

e FEssenzieller Prozess:

Bei dem zu inhibierenden Prozess sollte es sich um einen essenziellen Bestandteil fur

das Ubetleben der Pflanze handeln.

o Literaturbekannte fool-compounds:

Der zu inhibierende Prozess sollte in einem anderen Organismus so weit beschrieben

und charakterisiert worden sein, dass mindestens ein Inhibitor zur Verfugung steht.

e Ahnlichkeit in Aminosduresequenz:
Das potenzielle Wirkstoffziel im pflanzlichen System und das des bekannten Inhibitors

sollten auf struktureller sowie Sequenzebene grofe Ahnlichkeit aufweisen, um die
Wahrtscheinlichkeit fiir die Wirksamkeit des Inhibitors zu erhéhen.

e Kecine Redundanzen:
Das Wirkstoffziel sollte méglichst keine Isoformen auf Ebene des Genoms aufweisen,
um einerseits die genetische Validierung und andererseits die Wirkstofffindung zu
vereinfachen. Weiterhin sollte keine funktionelle Redundanz fur den Prozess durch ein
anders Enzym bestehen.

e Abwesenheit in tierischen Organismen:

Der zu hemmende Stoffwechselweg sollte zur Minimierung toxikologischer Risiken

moglichst nicht im Menschen bezichungsweise vielzelligen Tieren vorkommen.

Sind diese Kriterien erfiillt, so gilt es, das Wirkstoffziel unter Einsatz des #ol-componnds zu

validieren. Hierbei kann das Erfiillen weiterer Kriterien als Leitlinie gelten:

e [In-vivo Aktivitit des Inhibitors:
o Der Inhibitor beecinflusst den Phinotyp der Pflanze und fithrt zu letalen

Konsequenzen.

13



o Dieser inhibitorische Effekt ist spezifisch fir den 2zu hemmenden
Stoffwechselweg und kann durch Zugabe einer weiteren, fir den Prozess
spezifischen Substanz, kompensiert werden (beispielsweise Zusetzen des

Produkts der gehemmten Enzymreaktion).

o [n-vitro Aktivitit des Inhibitors:
o Der zu untersuchende Prozess (beziehungsweise seine Teilschritte) lasst sich
losgelost vom Organismus im Reagenzglas abbilden, um die Spezifitit der
Inhibition studieren zu kénnen.
o Der Inhibitor vermag es, den Prozess ganz oder teilweise in diesem zn-vitro
System zu unterbinden
e Genetische Validierung:
o Durch Mutation des Gens oder durch eine Uberexpression (Expression des
Gens wird tber die Norm heraufreguliert) ldsst sich eine erhohte Toleranz
gegeniiber dem Inhibitor erzeugen.
o Durch Herunterregulieren der Expression oder vollstindiges Abschalten des
Gens lasst sich eine erhohte Anfilligkeit fir den Inhibitor beziehungsweise ein

letaler Phinotyp induzieren.

Die Validierung des Wirkstoffziels kann dartiber hinaus durch FErkenntnisse aus
biophysikalischen Versuchen, znz-silico Studien (computergestiitztes Abbilden der rdumlichen
Struktur des Wirkstoffziels, gefolgt vom Einfiigen des Wirkstoffs in die simulierte Struktur)
sowie der Ermittlung des Genexpressions-Profils bereichert werden. Fiir eine umfassende
Validierung oder Devalidierung nehmen jedoch die zuvor genannten Kriterien (én-vivo-, in-vitro-

und genetische Validierung) eine Schliisselrolle ein.

Als pflanzliches Studienobjekt dient der Modellorganismus _Arabidopsis thaliana (auch
Acker-Schmalwand; Organismuskiirzel At), der seit Jahrzehnten breite Anwendung in der

pflanzlichen Grundlagenforschung findet.

Durch einen relativ kurzen Generationszyklus (acht Wochen von Keimung bis Samenreife;
unter Laborbedingungen) sowie ein kleines diploides Genom (135 mega Basenpaare [Mbp],
2 x 5 Chromosomen) eignet sich die Pflanze gut fiir Manipulationsstudien wie Uberexpression,
Knockout (KO) (Knockout: vollstindiges Abschalten des betreffenden Gen) sowie allgemein

zur genetischen Forschung. Weiterhin dient Arabidopsis thaliana dem Studium der Physiologie
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hoherer Pflanzen und kann in der Herbizid-Forschung als Vertreter der Dikotylen

(Zweikeimblittrige) verwendet werden.

Der eine Teil der Arbeit befasst sich mit der Validierung des Enzyms DHNS/AtMENB
(At1g60550) als moglichem Wirkstoffziel, basierend auf FErkenntnissen aus der
Antibiotikaforschung am bakteriellen Syntheseweg von Menaquinon (Vitmin Kbj), dessen
pflanzliches Analogon die Phylloquinon-Synthese (Vitamin Kj) ist. Hierfiir wird der mehrstufige
Syntheseweg vom Ausgangsstoff Chorismat zum Endprodukt Phylloquinon samt der Rolle der
beteiligten Enzyme beschrieben. Durch die bekannte Analogie von Phylloquinon- und
Menaquinon-Syntheseweg ist es naheliegend, dass Inhibitoren der Menaquinon-Synthese

(Antibiotikaforschung) ebenfalls die Phylloquinon-Synthese beeinflussen kénnten.

Der andere Teil widmet sich der Identifikation des Wirkstoffziels der Psoromsaure in Pflanzen.
Psoromsdure wurde in Studien zu neuen Krebstherapeutika als Inhibitor des humanen
SpleiBosoms identifiziert. Da multiple Untereinheiten des Spleiosoms hochgradig konserviert
sind, ergibt sich hieraus die Hypothese, dass die Psoromséure das Spleilen nicht nur in humanen
Zellen, sondern auch in Pflanzen beeinflussen koénnte. Das Spleilen ist in Eukaryoten der
Prozessierungsschritt zwischen Transkription und Translation, in dem die ,,Abschrift der DNS

(pra-mRNS) von den nicht-codierenden Sequenzen bereinigt wird.

Im Folgenden soll der aktuelle Wissensstand der beiden studierten Prozesse -—

Phylloquinon-Synthese einerseits und Spleilen andererseits — beleuchtet werden.
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II. Wissensstand

II.1.  Validierung von DHNS (A#7g60550) als Wirkstoffziel

II.1.1  Die Rolle von Phylloquinon im pflanzlichen Organismus

Alle Prozesse, die den Organismus mit Energie und Substanz versorgen sowie dem Um- oder
Abbau von Substanz dienen, lassen sich unter dem Merkmal des Stoffwechsels

zusammenfassen. Dieser gehort zu den Grundvoraussetzungen des Lebens.

In Pflanzen dient Licht als hauptsichliche Energiequelle, sie werden daher aus als
photoautotrophe Lebewesen bezeichnet. Sie sind in der Lage, energiereiche chemische
Verbindungen unter Zuhilfenahme von Sonnenlicht aus einfacheren anorganischen Molekilen
aufzubauen. Der Prozess des Konvertierens von Lichtenergie zu chemischer Energie wird als
Photosynthese bezeichnet. Lichtenergie wird verwendet, um Wasser (H.O) zu oxidieren,
Kohlenstoffdioxid (CO,) zu reduzieren und somit groBere Kohlenstoffverbindungen,

hauptsichlich Zucker (CsH120), zu formen, wobei Sauerstoff (O») freigesetzt wird.

Diese Abfolge kann in zwei Teile untergliedert werden, die Lichtreaktion und die

Dunkelreaktion, auch Calvin-Benson-Zyklus genannt.

Die Photosynthese ist Gegenstand ausgiebiger Forschung und zahlloser Publikationen, daher
soll im Folgenden nur auf diejenigen Bereiche eingegangen werden, die fiir das Verstindnis

dieses Forschungsvorhabens vonnéten sind.

Die folgenden Informationen wurden unter Zuhilfenahme der genannten Lehrbucher
zusammengefasst (Johnson 2016; Buchanan, Gruissem & Jones 2015; Taiz 2015; Strasburger et

al. 2014).

Innerhalb der Lichtreaktion werden Elektronen in den Reaktionszentren der Photosysteme I
und II (PSI; PSII) auf ein hoheres Energieniveau gehoben und tdber eine
Elektronentransportkette von einem auf den nichsten Sub-Komplex der Thylakoid-Membran

ibertragen.

Dies dient final dazu, die energiereichen Molekile ATP und NADPH zu erzeugen, die fir die
Zuckersynthese innerhalb der Dunkelreaktion, sowie fiir weitere zellulire Prozesse gebraucht

werden.
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Im Zuge dieses Ubertragens von Elektronen von einem auf den nichsten Komplex spielt
Phylloquinon (A;) eine zentrale Rolle, da es auf Grund seiner chemischen Eigenschaften

sowohl als Elektronen-Akzeptor als auch als -Donor dient. Es ist im Photosystem I lokalisiert
und ubertrigt Elektronen von Chlorophyll a (Ag) auf das Eisen-Schwefel-Cluster (FeSy).

Im Zuge der Lichtreaktion werden Elektronen des Reaktionszentrums P680
[Absorptionsmaximum bei 680 nm]| (Photosystem II; PSII) auf ein hoheres Energieniveau
gehoben und vom primiren Akzeptor eingefangen. Die hierbei entstehende Elektronenliicke
wird durch Oxidation von Wasser geschlossen, als Nebenprodukte resultierten hieraus
Sauerstoff (O,) und Protonen (H"). Ausgehend vom primiren Akzeptor werden die angeregten
Elektronen  tber  mehrere  Redoxreaktionen  (Plastoquinon  (PQ/PQHy) -
Cytochrom b¢f-Komplex -Plastocyanin (PC)) auf Photosystem I (PSI) tbertragen. Am
Reaktionszentrum des PSI (P700; Absorptionsmaximum bei 700 nm) werden ebenfalls durch
Lichtabsorption Elektronen auf ein héheres Energieniveau gehoben. Uber eine intrinsische
Elektronentransportkette werden diese Elektronen auf Ferredoxin (Fd) tbertragen, das zur
Reduktion von NADP" zu NADPH gebraucht wird. Die entstandene Elektronenlicke an P700
wird durch die tbertragenen FElektronen von PSII geschlossen. In einem sogenannten
zyklischen Elektronentransport koénnen Elektronen tber Ferredoxin und Plastoquinon
ebenfalls auf den Cytochrom bsf-Komplex tibertragen werden. Hierbei kommt es zu einer
Protonentranslokation von Stroma zu Lumen. Die im Thylakoid-Lumen befindlichen Protonen
dienen der ATP-Synthase (Transmembranprotein) als Antrieb und treiben somit die Synthese

von ATP aus ADP und Phosphat (P;) an (Abbildung 1).
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Abbildung 1

Ubersichtsschema des photosynthetischen Elektronen- und Protonentransport and der Thylakoidmenibran

Elektronen werden am PSII durch Lichtabsorption anf ein hiheres Energienivean gehoben und iiber mebrere Redoxreaktionen
(PO/ POHz; Cytochrom bef; PC) auf PST dibertragen. Am PST werden ebenfalls Elektronen durch Lichtabsorption auf ein hiberes
Energienivean gehoben und iiber eine intrinsische Elektronentransportkette auf F'd iibertragen, das zur Reduktion von NADP* zu
NADPH verwendet wird. Die entstandene Elektronenliicke wird durch das iibertragene Elektron von PSII geschlossen. Die
Elektronentiicke am PSII wird durch die Oxidation von H2O geschlossen, hierbei entstebt als Nebenprodukt O2. Der
Protonengradient zwischen Thylakoid-Lumen und Stroma treibt die Synthese von ATP ans ADP und P; am Transmembranprotein
ATP-Synthase an.

e Elektron, H: Proton; H20: Wassermolekiil ; Oz: molekularer Sanerstoff ; PS1L: Photosysten 11; PQ: Plastoquinon;

POH : Plastohydroguinon; PC: Plastocyanin; PS1: Photosystem 1; Fd: Ferredoxin; FNR: Ferredoxin-NADP*-Reduktase;
NADP*/NADPH: Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (oxidierte/ reduzierte Form); ADP: Adenosindiphosphat;

Pi: Phosphat; ATP: Adenosintriphosphat;

[Verdndert, Nach: (Taiz 2015, Strasburger et al. 2014)]

Der PSI-Komplex setzt sich aus 19 Untereinheiten sowie 200 Co-Faktoren zusammen. Die zwei
groB3en Untereinheiten PsaA und PsaB bilden als Heterodimer den Kern des Reaktionszentrums
mit dem Chlorophyll-a-Dimer P700. Sie koordinieren gemeinsam das Eisen-Schwefel-Cluster
FeS, und beinhalten jeweils Phylloquinon (A, Aig) sowie Chlorophyll-a-Monomere (Ay), die
als Co-Faktor der Elektronentransportkette fungieren. Die kleine Untereinheit PsaC beherbergt
die Eisen-Schwefel-Cluster FeSx und FeSg und wirkt somit ebenfalls an der
Elektronentransportkette mit. Die restlichen Untereinheiten dienen zur Stabilisierung des
Komplexes, der Interaktion mit den Lichtsammel-Komplexen (LHC; light harvesting complex)
sowie der Bindung von Ferredoxin (Fd) und Plastocyanin (PC) (Abbildung 2).
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Abbildung 2

Schematischer Aufban des PST-Komplexes

Durch Lichtabsorption werden Elektronen am Reaktionszentrum P700 anf ein hiberes
Energienivean gehoben. Daranfhin erfolgt ein Elektronentransport iiber

Chlorophyll-a (Aqg), Phylloquinon (A;) sowie Eisen-S chwefel-Cluster (FeS ) zu
Ferredoxin (Fd), das zur Reduktion von NADPY zu NADPH benitigt wird. Fd
kann ebenso Elektronen via Plastoquinon anf den Cytochrom-bgf Komplex: sibertragen,
hierbei spricht man vom yklischen Elektronentransport, dieser dient ebenso 3um
Aufban eines Protonengradienten zwischen Thylakoid-1umen und
Stroma.Elektronenfluss (— ); PC: Plastocyaniny P700: Chlorophyll-a Dimer P700;
Aoz Chilorophyll-a-Monomer; Ay: Phylloguinon; FeS'): Eisen-S chwefel-Cluster;

Fd: Ferredoxiny FNR; Ferredoxin-NADP*-Reduktase; Psa( ): Untereinbeit von PS1
[Verindert;Nach: (Strasburger et al. 2014)]

PSI katalysiert einen
transmembranen Elektronen-
Transport, hierfir wird

Plastocyanin im Lumen oxidiert
und Ferredoxin im Stroma

reduziert. Sie kann daher auch als

eine lichtgetriebene

Plastocyanin-Ferredoxin
Oxidoreduktase beschrieben
werden.

Fir die intrinsische Elektronen-
transportkette des PSI werden
Chlorophyll-a-,  zwei

(PhQ;

Ai) sowie drei Eisen-Schwefel-

sechs

Phylloquinon-Molekiile

Cluster (FeS) benotigt.

Die PhQ-Molekiile, die sich in beiden grof3en Untereinheiten finden, dienen in diesem Prozess

als wichtige Elektroneniibertriger. Dies liegt in ihrer chemischen Struktur begriindet, die es

ermoglicht zwischen Quinon- und Hydroquinonform zu wechseln und dabei Elektronen

aufzunehmen oder abzugeben. (Wallace & Young 1977)

o} OH
X, oo —
o] OH

Abbildung 3
2-Methyl-1,4-naphthoguinon-Derivate in Quinon- und Hydroguinonform

Heute sind drei natirliche Derivattypen des 2-Methyl-1,4-naphthoquinon bekannt,

Phylloquinon ist einer davon. Sie unterscheiden sich lediglich in den Prenyl-Seitenketten, die an

der Substitutionsposition 3 des Naphtalins angeftigt sind.
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Abbildung 4
Die unterschiedlichen 1,2-Methyl-1,4-naphthoquinon-Derivate

Mit Ausnahme des 5‘-Monohydroxyphylloquinon werden sie unter dem generischen Namen
Vitamin K zusammengefasst (Collins & Jones 1981; Emonds-Alt et al. 2017). Phylloquinon ist
hierbei Vitamin K, wihrend die Analoga des Menaquinon mit unterschiedlich langen Isopren-
Seitenketten als Vitamin K, bezeichnet werden.

Innerhalb des menschlichen Organismus dient Vitamin K als Kofaktor der
y-Glutamylcarboxylase zur Aktivierung von Proteinen durch Addition einer Carboxylgruppe
(-COOH) an deren Glutamylreste. Insgesamt sechs der so posttranslational modifizierten
Proteine werden mit dem Blut-Gerinnungssystem assoziiert. Schon bei seiner Entdeckung in
den 1930ern wurde Vitamin K; als Faktor der Blutgerinnung in Vertebraten identifiziert, was
sich auch in dem zugeteilten Buchstaben widerspiegelt (K fiir Koagulation; (Dam 1940)).
Dartber hinaus spielt die Vitamin K abhingige y-Carboxylierung im Knochenstoffwechsel
(Osteocalcin; Knochenmineralisation) sowie im Zellwachstum (Protein S und Gas6; Liganden

von Rezeptor-Tyrosinkinasen) eine elementare Rolle (Basset et al. 2017).

20



Abbildung 5

Phylloguinon

TUPAC: 2-methyl-3-/(E)-3,7,11,15-tetramethylhexadec-2-enyl naphthalene-1,4-dione;
Blan: Naphthoguinone ring; Griin: phytyl Seitenkette (C20)

Phylloquinon (Abbildung 5) wird ausschlieSlich von Pflanzen, Griinalgen und einigen
Cyanobakterien produziert. Es dient als essentieller Elektronentibertriger von Chlorophyll «
zum Eisenschwefelcluster FeS, des heterodimeren Reaktionszentrums PsaA/PsaB in PSI

(Abbildung 2) (Brettel, Sétif & Mathis 1986; Sigfridsson, Hansson & Brzezinski 1995).

Weiterhin agiert es als Elektronenakzeptor wihrend der Bildung von Protein-Disulfidbriicken

im Thylakoidlumen (Karamoko et al. 2011; Furt et al. 2010).

Im Gegensatz zu Phylloquinon finden sich Varianten des Menaquinones auch in nicht
photosynthetisch aktiven Organismen, wie etwa Bakterien. Hierbei dienen sie in der
Atmungskette, der oxidativen Phosphorylierung und dem Aufbau des Transmembranpotentials

als notwendige Elektronentibertrager.

Da es sich bei Phylloquinon und Menaquinon fiir héhere Tiere um Vitamine handelt, miissen
diese per Definition ,,von auBlen” zugefihrt werden.Dies geschieht im Fall von Menaquinon
teilweise durch die Bakterien der Darmflora, bei Phylloquinon erfolgt die Aufnahme primir

tber griine pflanzliche Kost wie beispielsweise Grunkohl, Rosenkohl, Koriander oder Petersilie.

Die Synthesewege von Phylloquinon und Menaquinon sind daher sehr interessante
Angriffspunkte fur zukinftige Herbizide und Antibiotika, da sie keine Entsprechung in héheren

Tieren finden und folglich das das Risiko fiir toxikologisch relevante Effekte minimiert wird.

Das Prinzip, primir solche Ziele fur zukiinftige Herbizide zu wihlen, die nicht in Tieren
vorkommen, ist weit verbreitet. So hemmt beispielsweise Glyphosat die 5-Enolpyruvylshikimat-
3-phosphat-Synthase (EPSPS), die fur die Synthese der aromatischen Aminosduren Tyrosin,
Tryptophan und Phenylalanin essenziell ist. Diese Aminosduren (mit Ausnahme von Tyrosin,
das aus Phenylalanin synthetisiert werden kann) sind sogenannte essenzielle Aminosduren, die
nicht vom tierischen Organismus hergestellt werden kénnen und somit (so wie Vitamine) ,,von

auBlen® zugefihrt werden miissen.
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I1.1.2  Syntheseweg von Menaquinon und Phylloquinon

Der Syntheseweg des Menaquinones ist seit Jahrzehnten umfassend beschrieben (Bentley &
Meganathan 1982; Meganathan & Kwon 2009). Fir das Phylloquinon konnten Ergebnisse der
letzten Jahre paraloge und multifunktionale Enzyme im Biosyntheseweg nachweisen (in den
Bereichen der reversen Genetik und biochemischer Studien, am Modellorganismus
Arabidopsis thaliana) (Gross et al. 20006). Hierbei wird Phylloquinon denovo in zehn
aufeinanderfolgenden enzymatischen Schritten aufgebaut (Reumann 2013). Eine Besonderheit
ist hierbei die Aufteilung seines Synthesewegs zwischen Chloroplast und Peroxisom. Somit
missen die Intermediate zwischen diesen Zellkompartimenten ausgetauscht werden (Gross et

al. 2006).

Als Vorstufe des Naphthoquinonrings des Phylloquinons dient Chorismat, das aus dem
Shikimate Pathway stammt. Dieses wird im ersten Schritt von der Isochorismat-Synthase
isomerisiert. In Arabidopsis liegt das betreffende Enzym in zwei Isoformen vor, ICS1 und ICS2
vor, im bakteriellen Syntheseweg wir das entsprechende Enzym als MenF bezeichnet. Die
Einzelknockouts dieser pflanzlichen Gene liefern auf Grund der funktionellen Redundanz
keinen letalen Phinotyp, sondern resultieren in lebensfahigen, photoautotrophen Pflanzen. Bei
einem Doppelknockout (Doppelknockout: Abschalten der Gene beider Isoformen) wird kein
Phylloquinon gebildet, und es erfolgt ein letaler Phinotyp (Garcion et al. 2008; Strawn et al.
2007; Wildermuth, Dewdney, Wu & Ausubel 2001; Gross et al. 20006). In einem vom
multifuktionalen Enzym PHYLLO Kkatalysierten Prozess wird zuerst 2-Oxogluterat an
Isochorismat angehingt, um als Succinyl-Gruppe zu dienen. Hierauf erfolgt die Elimination von
Pyruvat sowie die Aromatisierung zu o-Succinylbenzoat (OSB). In Bakterien werden diese
Schritte von drei unterschiedlichen Enzymen durchgefihrt: MenD, MenH und MenC. Ein
Knockout des Gens phyllo fihrt zu einem letalen Phinotyp, da diese Vielzahl an enzymatischen

Schritten ausschlieBlich von diesem Protein abhingt (Gross et al. 2000).
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Abbildung 6
Biosyntheseweg des Phylloguinon mit Aufteilung zwischen Chloroplast und
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SEPHCHC: 2-Succinyl-5-enoylpyruwyl-6-hydroxy-3-cyclobexen-1-carbonsénre
SHCHC: (1R,6R)-2-Succinyl-6-hydroxy-2,4-cyclohexadiene-1-carbonsdure
[Verindert; Nach (Babujee et al. 2010; Basset et al. 2017)]

Durch Anhingen von CoA an die
Succinyl-Gruppe von OSB entsteht
das Intermediat

o-Succinylbenzyl-CoA (OSB-CoA).

aktivierte

Diese Reaktion wird von der
OSB-CoA-Ligase (AAE14/MenE)
durchgefiihrt, die sowohl im

Chloroplast als auch im Peroxisom
nachgewiesen werden kann (Kim,
van Qostende, Basset & Browse
2008; Lohmann et al. 2006; Babujee

et al. 2010).

Im Peroxisom wird OSB-CoA von
der DHNA-CoA-Synthase
(DHNS/MenB)
CoA-Thioester von 1,4-Dihydroxy-
2-Naphthoat (DHNA-CoA)
die DHNS

zum

cyclisiert. Da

ausschlief3lich im Peroxisom
nachgewiesen werden kann, muss ihr
Substrat komplett (OSB-CoA) oder
in seinen Edukten (OSB + CoA) aus
dem Chloroplast importiert werden
(Babujee et al. 2010; Reumann et al.
2007). Die zustindigen Transporter
bisher  jedoch

konnten nicht

aufgeklirt werden.

In der folgenden Reaktion wird
DHNA-CoA DHNA
betreffende

zu

hydrolysiert. ~ Das

Enzym, die DHNA-Thioesterase (DHNAT /Menl), liegt in zwei Isoformen vor, die wiederum

exklusiv nur im Peroxisom nachgewiesen werden kénnen (Widhalm, van Oostende, Furt &

Basset 2009). Die DHNA muss fiir die Folgereaktionen wiederum ins Chloroplast exportiert

werden, der betreffende Transporter konnte bisher nicht identifiziert werden.
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Wihrend ein KO des Gens aael4 letale Konsequenzen nach sich zieht (Kim, van Oostende,
Basset & Browse 2008), fithrte selbst ein Doppelknockout der Gene dbnat! und dhnat2 zu keinen
merklichen Beeintrachtigungen. Bei Letzterem konnte jedoch auch ein Knockdown (KD)
anstatt eines KOs vorliegen, da die betreffenden Loci noch ein geringes Level an Expression

aufwiesen (Widhalm, van Oostende, Furt & Basset 2009; Widhalm et al. 2012).

Fir die DHNA-CoA-Synthase sind bisher keine KOs aus Arabidopsis thaliana bekannt, in
Synechocystis sp. pec 6803, einem Cyanobakterium, konnte durch den KO des Gens der DHNS

die Phylloquinon-Synthese jedoch komplett unterbunden werden (Johnson et al. 2000)

DHNA wird daraufhin durch die DHNA-Phytyl-Transferase (ABC4/ MenA) prenyliert, die
die Kopplung an Phytyldiphosphat katalysiert. Es resultiert Demethylphylloquinone (2-phytyl-
1,4-naphthoquinone) (Shimada et al. 2005). Ein KO in diesem Schritt fihrt zum letalen
Phinotyp.

Der finale Schritt des Synthesewegs von Phylloquinon besteht in der Methylierung von
Demethylphylloquinone unter Verbrauch von S-Adenosylmethionine (SAM) durch
Demethylphylloquinone-Methyltransferase (AtMenG/MenG) (Lohmann et al. 2006). Hierfiir
ist es jedoch notwendig, dass das Intermediat in seiner reduzierten Form, dem Quinol vorliegt,
wie von Fatibi et al. bewiesen werden konnte. Dies wird durch die Typ 1I
NAD(P)H-Dehydrogenase C1 (NDC1) erreicht (Fatihi et al. 2015). Knockouts in diesem
letzten Segment fithren zu keinen letalen Effekten, lediglich zu einer stirkeren Photosensitivitat
unter erh6hten Lichtbedingungen (Lohmann et al. 2006; Fatihi et al. 2015). Es ist weiterhin
nicht bekannt, ob es eine enzymatische Entsprechung zur NDCI innerhalb der

Menaquinon-Synthese gibt.

Einige dieser Zwischenprodukte sind Schnittstellen zu anderen plastididren Synthesewegen, wie
beispielsweise die von Chlorophyll, Tocopherol (Vitamin E) und Salicylsdure (Leistner 2012;
Eugeni Piller, Glauser, Kessler & Besagni 2014; Eugeni Piller et al. 2011; Wildermuth, Dewdney,
Wu & Ausubel 2001). Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass Storungen im Syntheseweg
von Phylloquinon nicht auch zu weiteren Stérungen in der Synthese wichtiger pflanzlicher
Metabolite fithrt. So dient beispielsweise Isochorismat in Pflanzen als hauptsichlicher Vorlaufer
des Phytohormons Salicylsdure (SA), die die Abwehrreaktion (systemisch und lokal) auf

Pathogene vermittelt (Torrens-Spence et al. 2019).

Insgesamt gleichen sich die Architektur der Phylloquinon-Biosynthese in Pflanzen und die der

Menaquinon-Biosynthese einiger fakultativ anaeroben Bakterien in gro3en Teilen.
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Die Suche nach neuen Wirkstoffziele fiir Antibiotika riickte die Menaquinon-Synthese in den
Fokus neuerer Studien, die auf Grundlage kristallographischer Daten sowie von
Hochdurchsatzscreenings erste Wirkstoffe identifizieren konnten (Paudel, Hamamoto, Panthee

& Sekimizu 2010).

Durch die Ahnlichkeit zwischen Menaquinon und Phylloquinon in Struktur sowie Syntheseweg
konnen die (in der Antibiotikaforschung) gefunden Wirkstoffe als Leitfaden, sogenannte #oo/-

compounds, dienen, um ebenfalls die Enzyme der Phylloquinon-Synthese inhibieren zu kénnen.

Wie durch die in der Literatur beschriebenen KO-Mutanten gezeigt werden konnte, haben
Storungen in diesem Syntheseweg Uberwiegend letale Konsequenzen fir die Pflanze (siche
Tabelle 1). Es handelt sich somit um einen essenziellen Syntheseweg fur die Pflanze, dessen

Intermediate und Produkt nicht iiber alternative Synthesewege bereitgestellt werden kénnen.

Zusammenfassend handelt es sich bei diesem Syntheseweg demnach um ein vielversprechendes
Ziel fir Herbizide, da das Endprodukt fir die Viabilitit der Pflanze elementar ist und durch die
Ergebnisse der Antibiotika-Forschung am bakteriellen Analogon ein Fundus an Wirkstoffen fur
erste Versuche vorliegt. Weiterhin findet sich dieser Syntheseweg ausschlieBlich in Pflanzen
(Phylloquinon) und Mikroorganismen (Menaquinon), wodurch eine Inhibition von
Synthesewegen innerhalb von Mensch und Tier durch die gefunden Inhibitoren weniger

wahrscheinlich ist.
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Tabelle 1
Die Engyme des Phylloquinon Synthesewegs, ihre Entsprechung in E.coli sowie die Folgen des KO
KO: Knockout; WT: Wild-Typ (nach (Basset et al. 2017) )

Name EC Nummer E.coli A.thaliana A.thaliana KO
(Phylloquinon homolog Mutante
Synthese)

Isochorismate Synthase 5.4.4.2 MenF 1CS1 Einzel KO von s
(Atlg74710) und 7es2 lebensfihig;
1CS2 Doppel-KO iest /ics2
(At1g18870) letal (Garcion et al.

2008; Gross et al.
2006)

SEPHCHC Synthase 2219 MenD PHYLLO KO ist letal;

SHCHUC Synthase 4.2.99.20 MenH (At1g68890) Reduzierung der PSI

OSB Synthase 421113 MenC Aktivitit um 85 - 90%

im Vergleich zu WT
(Gross et al. 2006)

OSB-CoA Ligase 6.2.1.26 MenE AAE14 KO ist letal (Kim, van

(At1g30520) Oostende, Basset &
Browse 2008)

DHNA-CoA Synthase 4.1.3.36 MenB DHNS Bisher nicht
(At1g60550) charakterisiert

DHNA-Thioesterase 3.1.2.28 Menl DHNAT1 Einzel- sowie Doppel-
(At1g48320) KO sind nicht letal;
DHNAT2 kein phinotypischer
(At5g48950) unterschied zu WT' bei

normalen
Lichtverhiltnissen
(Widhalm et al. 2012)

DHNA 2.5.1.130 MenA ABC4 KO ist letal (Shimada

Phythyltransferase (At1g60600) et al. 2005)

Demethylphylloquinone 1.6.5.12 ? NDC1 Bei KO kein

Reductase (At5g08740) Unterschied im

Phinotyp im
Vergleich zu WT
unter normalen
Lichtverhiltnissen;
leichter Anstieg in
Photosensitivitit unter
intensivem Licht
(Fatihi et al. 2015;
Eugeni Piller et al.
2011)
Demethylphylloquinone 2.1.1.326 MenG/ MENG AtMenG KO weist
Methyltransferase UbiE (At1g23360) langsameres
Wachstum bei
normalem Licht auf;
Reduzierung der
Hiufigkeit von PSI
(Lohmann et al. 2006)
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I.1.1.1. DHNA-CoA-Synthase (DHNS) als Ziel zukinftiger Herbizide

Als ein besonders vielversprechender Angriffspunkt von Antibiotika sowie von Herbiziden
kann die 7,4-Dibydroxy-2-Naphthoyl-CoA-Synthase (DHNS/AtMenB) angesechen werden, die die
Zyklisierung von OSB-CoA zu DHNA-CoA katalysiert (Abbildung 7).

o (o]
COOH
o] DHNS// MenB “ SCoA
E—
5-CoA
° o
0SB-CoA 1,4-Dihydroxy-2-

naphthoyl-CoA

Abbildung 7
DHNS' katalysierte Reaktion:
Zyklisierung von OSB-CoA zu 1,4-Dibydroxy-2-naphthoyl-Co.A

Sie gehort der Crotonase-Superfamilie an und wird daher auch als Enoyl-CoA
Hydratase/Isomerase D (ECHID) bezeichnet. Die Struktur von MenB konnte zuerst im Jahr
2003 von Truglio et al. in M. tuberculosis aufgelost werden (Truglio et al. 2003).
Mechanistisch gesehen katalysieren die Enzyme dieser Superfamilie eine Fiille an Reaktionen
von Acyl-CoA-Thioestern, wobei immer ein Enolat-Anion als Intermediat stabilisiert werden
muss, was zu einer strukturellen Ahnlichkeit innerhalb dieser Gruppe fihrt (Holden, Benning,
Haller & Gerlt 2001). Die Enzyme weisen eine typische Quartirstruktur auf, die aus Trimeren
geformt wird und durch konservierte NH-Gruppen die Bildung eines sogenannten ,,Oxyanion-
Lochs® ermoglicht, welches das besagte Intermediat stabilisiert. In einigen Fillen, wie
beispielsweise auch bei DHNS, formt sich das aktive Enzym aus zweien dieser Trimere, somit
liegt ein («3)> Hexamer vor (Holden, Benning, Haller & Gerlt 2001; Truglio et al. 2003). Jedoch
weist DHNS hierbei eine weitere Besonderheit auf, da die C-Termini der einzelnen Monomete
die Trimer-Trimer-Oberfliche kreuzen und damit den flexiblen Teil des aktiven Zentrums im
entgegengesetzten Trimer formen, somit ist das Enzym nur als Hexamer aktiv (Truglio et al.

2003; Johnston, Arcus & Baker 2005).

In  der  katalysierten = Reaktion  wird o-Succinylbenzoyl-CoA (OSB) zu
1,4-Dihydroxy-2-naphthoyl-CoA (DHNA-CoA) umgesetzt. Dies geschieht in einer
vielschrittigen, basenvermittelten Acylierung der beiden Carbonsiure-Anteile des Molekiils, sie

kann auch als intramolekulare Claisen-Kondensation beschrieben werden.
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Abbildung 8

Intramolekulare Claisen Kondensation von OSB-CoA zu DHNA-CoA; Typ I Reaktion von EcMenB

Bicarbonation (orange); aktive Gruppen von EcMenB (blan ) [Nach (Li et al. 2011b; Jiang, Chen, Gno & Guo 2010; Sun et al.
2012)]

Die Reaktion wird durch das Entstehen des Enolat-Intermediates in Gang gesetzt. Das
Intermediat wird im ersten Oxyanion-Loch durch Glycin-Reste stabilisiert (Jiang, Chen, Guo &
Guo 2010; Li et al. 2011b). Dies ermdglicht den nucleophilen Angriff des Enolats auf die nicht
aktivierte Carboxylgruppe, die in diesem Kontext als Elektrophil dient. Es erfolgt der
Ringschluss sowie das Entstehen des tetrahedralen Oxyanion, das laut Chen ef al. durch einen
Asparaginsdurerest an iiber Wasserstoffbriickenbindung stabilisiert wird (Chen et al. 2011).
Nach Abspalten von Wasser entsteht der Naphtalin-Ring durch Ketol-Enol-Tautomerisation,

wobei erneut Enolat-Intermediate durchlaufen werden.

Chen et al. und Li et al. postulieren hierfiir ein Netzwerk von Wasserstoffbriicken, resultierend
aus strukturellen Verdnderungen der aktiven Tasche im Zuge der Reaktion, das die
entstehenden Enolate stabilisiert (Chen et al. 2011; Li et al. 2011b). Diese Theorie konnte von
Sun et al. weiter untermauert werden, somit kann von einem ,,Induced-Fif*-Mechansimus im Zuge

der Reaktion ausgegangen werden (Sun et al. 2013).

Um das initiale Enolat-Intermediat zu generieren, muss der a-Kohlenstoff des
Coenzym-A-Thioesters deprotoniert werden. Diese Deprotonierung erfordert in einigen
Enzymen die Prasenz eines Bicarbonats als basische Gruppe, wohingegen andere Enzyme ein
Aspartat in ihrer aktiven Tasche aufweisen, das diese Rolle einnimmt (Asp-185 bei MtMenB;

Mycobacterinm tuberculosis). Somit lassen sich zwei Typen unterscheiden: Typ I abhingig von
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Bicarbonat, Typ II unabhingig von Bicarbonat (Chen et al. 2011; Jiang, Chen, Guo & Guo
2010; Sun et al. 2012; Sun et al. 2013).

Die bisher am umfassendsten charakterisierte MenB-Variante der Phylloquinon-Synthese ist
ScMenB, die aus dem Cynaobakterium Synechocystis sp.PCC6803 stammt. Der Vergleich der
Aminosauresequenzen von EcMenB (Menaquinon-Synthese) mit seinem Ortholog ScMenB
(Phylloquinon-Synthese), offenbart eine groBe Ahnlichkeit (siche Abbildung 9, Anhang 1; 68,15
% vollstindige Ubereinstimmung der Sequenz, 80% starke Ubereinstimmung). Diese
Sequenzanalyse zeigt weiterhin auf, dass es sich bei beiden Enzymen um Typ I Enzyme handeln
sollte, da ithnen das entsprechende Aspartat innerhalb der aktiven Tasche fehlt (Abbildung 9)
und sie daher auf ein exogenes Bicarbonat angewiesen sind. Ebenso zeigten KO-Mutanten des
betreffenden Gens in E. ew/i und Synechoeystis einen gleichermallen essentiellen Charakter auf, da
beide ohne MenB nicht lebensfihig sind (Song & Guo 2012; Chen et al. 2013). Da fir die
DHNS des Modellorganismus _A. #haliana keine KO-Linie beschrieben ist (Tabelle 1), kénnen
nur Vermutungen iiber die Konsequenzen angestellt werden. Die Erkenntnisse aus E. ¢/ und
insbesondere Synechocystis (ebenfalls Phylloquinon-Synthese) legen jedoch die Vermutung nahe,

dass ein KO ebenfalls letale Folgen nach sich ziehen sollte.

Insgesamt ist die DHNS weitestgehend noch nicht beschrieben (Reumann 2013; Basset et al.
2017). Bekannt ist, dass es sich, trotz ihrer Funktion in einem plastidiren Syntheseweg, um ein
im Zellkern codiertes Protein handelt. Studien an Peroxisomen von Spinat konnten beweisen,
dass DHNS/AtMenB im Peroxisom lokalisiert ist. Als wichtiger Anhaltspunkt hierfiir kann
auch das sogenannte PTS2 (peroxisomal targeting signal type 2) Nonapeptid (RLSVVTNHL in
Arabidopsis) gewertet werden, das in hoheren Pflanzen am N-Terminus konserviert vorliegt
(Gross, Meurer & Bhattacharya 2008; Babujee et al. 2010; Reumann et al. 2007). Hierbei handelt
es sich um eine Sequenz aus neun Aminosauren, die auch als Transitpeptid bezeichnet wird, da

sie sowohl den Bestimmungsort als auch den Transportweg des Proteins festschreibt.

Durch Sequenzanalysen lisst sich AtMenB/DHNS als Typ I Enzym (s.0.) charakterisieren,
diese Klassifizierung griindet auf der Sequenz der aktiven Tasche. Wie aus Abbildung 9 (Auszug
der Sequenzanalyse, bildet Teilsequenz der aktiven Tasche ab; fiir Gesamtabgleich siche Anhang
I) ersichtlich, weist DHNS an der Position 208, die zu Position 185 von MtMenB
korrespondiert, ein Glycin anstatt eines Aspartats auf. Somit ist DHNS auf eine exogene
basische Gruppe zur Deprotonierung des CoA-Thioesters angewiesen, was sie als Typ I Enzym

klassifiziert.
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DHNS_ARATH 164 QVQIRRLPKPVIAMVAGYAVGGGHILHMVCDLT IAAD-NATFGQTGPKVGSFDAGYGSSTI 222
170
{

MENB ECOLT 112 QRQIRTCPKPVVAMVAGYSIGGGHVLHMMCDLT IAAD-NAIFGQTGPKVGSEFDGGWGASY 17
MENB SYNY3 102 QRLIRSMPKVVIALVAGYAIGGGHVLHLVCDLT IAAD-NAIFGQTGPKVGSEDGGEGSSY 160
MENB MYCTU 140 QRLIRFMPKVVICLVNGWAAGGGHSLHVVCDLTLASREYARFKQTDADVGSFDGGYGSAY 199

* * * kk ke ek koo khkkk kkeokkhkkok- k ok kK kkkkk kooka o

Abbildung 9

Aunszng ans Sequenzabgleich von DHINS it Referenzsequenzen aus E.colr, Synechocystis sp. PCC6830 sowie M. tuberculosis im
Ein-Buchstabdencode der Aminosiuren; Zablen: Start-/ Endposition der Sequenzy ARATH: Arabidopsis thaliana, ECOLI:
Escherichia coli; SYNY3: Synechocystisy MY CTU: M.tuberculosisy ,,**: vollstandige U/}e/‘eimliﬂ/f//mgg,’ W starke C"/%m/‘mf/‘f/m//ﬂi(g;
- schwache Ubereinstimmung; Kasten (orange): Position des Aspartats zur Deprotonierung des CoA-Thivesters (Asp-183;
MtMenB);

Blan: sauer, Pink: basisch (ohne Histidin), Rot: unpolar/ hydrophob (ohne Tyrosin); Griin: polar/ nentral (mit Tyrosin und Histidin)
Sequenzabgleich durchgefiibrt mit Clustal Omega (1.2.4) Standardeinstellungen (Madeira et al. 2019)

Ein globaler Abgleich der Aminosiauresequenz von DHNS und EcMenB zeigt eine
Sequenzabdeckung von 78 %. Innerhalb dieses Bereichs stimmen die Sequenzen zu 69,1 %
vollstindig tiberein, die starke Ubereinstimmung liegt bei 80 %. Die unvollstindige
Sequenzabdeckung liegt einzig in den ersten 73 Aminosiuren des N-terminus begriindet, nach
Entfernen dieser werden 100 % erreicht. In Anbetracht der Tatsache, dass die DHNS im
Peroxisom lokalisiert ist, erscheint dieser Fund erwartbar. Signal- oder Transitpeptide sind
vornehmlich N-terminal lokalisiert. Diese erste Sequenz hat somit fir die enzymatische

Betrachtung keine Aussagekraft, sondern dient dem Transport des Proteins zum Zielort.

I1.1.3 MOCB: Der Inhibitor der MenB-Reaktion von S. aureus, E. coli und M. tuberculosis

Inhibitoren fir SaMenB, EcMenB sowie MtMenB wurden im Zuge mehrerer
Hochdurchsatzscreenings im gekoppelten Enzym-Assay gefunden. Um die enzymatische
Reaktion von MenB studieren zu kénnen, bedarf es einer Kopplung dieser Reaktion mit der
vorherigen (MenE; OSB = OSB-CoA). Dies ist mit der Instabilitit des Substrats (OSB-CoA)

begriindet, das dazu neigt, unter Abspaltung von CoA zu einem Lacton zu zyklisieren.
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Abbildung 10

MenE-MenB-Reaktion mit OSB-AMP-Intermediat sowie der Lactonisiernngsreaktion

OSB wird in einem ersten Schritt von MenE2 unter Verbrauch von ATP zu dem Intermediat OS B-ANMP umgewandelr.
Adenosinmonophosphat (ANMP) wird daranfhin von Coenzym-A verdringt, bierdurch entstebt das Produkt der MenE-Reafktion OSB-
CoA. In der darauffolgenden Reaktion, die von MenB katalysiert wird, zyklisiert OSB-CoA zu DHNA-Co.A wobei Wasser
abgespalten wird, man spricht somit von einer Kondensation. Da Coengym-A ebenso eine gute Abgangsgruppe darstellt, kann somwobl in
basischen als anch i sanren Milien eine Lactonisierung stattfinden, bei der sich unter Abspaltung von Coenzym-A ein heterocyclisches
System intramolekularer Esterbindungen ansbildet.

Hierbei erwies sich, dass insbesondere Analoga zu OSB, wie beispielsweise
4-Oxo-phenylbut-2-Enoate, die grof3te inhibitorische Wirkung aufweisen (Truglio et al. 2003;
Li et al. 2011c¢; Lu et al. 2012; Matarlo et al. 2016; Xu 2009).

Li et al. konnte zudem zeigen, dass die Inhibitoren als CoA-Addukte in der Zelle vorliegen und
in dieser Form einen stirkeren inhibitorischen Effekt auf MenB austiben. In dieser Form ist es
den Inhibitoren jedoch nicht mdglich, aufgenommen zu werden. Die Aktivierung bzw.
Modifikation hat folglich in der Zelle zu erfolgen, man spricht in diesem Kontext von einer
»Prodrug®. Unter dieser Bezeichnung finden sich Stoffe, die in inaktiver oder weniger aktiver
Form vom Organismus aufgenommen werden und erst durch einen Umwandlungsschritt
(Metabolisierung) in ihre eigentliche aktive Wirkform tiberfithrt werden.

Als Mechanismus wurde hierfiir eine Michael-Addition postuliert. Zudem wurde postuliert, dass
das Inhibitor-CoA-Addukt eine Struktur einnimmt, die der des Enolat-Anions gleicht und somit

das ,,Oxyainion-Loch* besetzt (Li et al. 2011c).

Oxyanion-Loch

Gly Gly T'V Gly
\ I HN NH

HN NH

\ / \ /

4 ! H H
cl N cl
imitiert o + CoA [o]
— «——
o~ X o
(o] SCoA o)
0SB-CoA CoA-Addukt von Methyl 4-Oxo-4-(4-chlorophenyl)-2-butenoat

Methyl 4-Oxo-4-(4-chlorophenyl)-2-butenoat
Abbildung 11

Hypothetische Struktur des CoA-Addukts von Methyl 4-Oxo-4-#-Chlorophenyl)-2-butenoat sowie miogliche Wirknngsweise an MenB
[Verdndert, nach (Li et al. 2011¢)]
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Wie von Taber et al. gezeigt werden konnte, lassen sich KO-Mutanten von menB und menE im
bakteriellen System (Bacillus subtilis) durch Supplementierung eines Intermediats der
Phylloquinonsynthese retten. Hierbei wurde dem Kulturmedium 1,4-Dihydroxy-2-naphthoat
(DHNA) zugesetzt, welches im Syntheseweg (Abbildung 6) nach den von MenE und MenB
katalysierten Reaktionen entsteht (Taber, Dellers & Lombardo 1981). Die Auswirkungen der
Inhibitoren der DHNS-Reaktion konnten in M. tuberculosis ebenfalls durch das Zusetzen von
100 uM DHNA aufgehoben werden (Li et al. 2011c).

Auch im pflanzlichen System (A. thaliana) konnte dieser Effekt gezeigt werden. So war es
moglich, die KO-Mutanten fir die far phyllo sowie fir aael4 codierende Gene, mittels 1 mM
DHNA nicht nur zum Keimen zu bringen, sondern ebenfalls tiber Wochen zu kultivieren
(Gross et al. 2006; Kim, van Oostende, Basset & Browse 2008).

Dies legt die Hypothese nah, dass induzierte Storungen des Phylloquinon-Synthesewegs vor
dem Intermediat DHNA durch Zugabe von diesem kompensiert werden kénnen. Dieser Effekt
kann zur Validierung des Wirkstoff-Wirkort-Verhiltnisses beitragen, da nur diesen

Stoffwechselweg betreffende Effekte, in solcher Weise ausgeglichen werden sollten.
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I1.2. Identifikation des Wirkorts von Psoromsaure

11.2.1  SpleiBlen

Fir die Expression eines Proteins muss zuerst ein DNS-Abschnitt (Gen) in mRNS

(messenger RNS; Kurier RNS) tbertragen werden, diesen Vorgang nennt man Transkription.

Der GroBteil eukaryotischer Gene besteht jedoch nicht nur aus einer ,,sinnhaften® codierenden
Sequenz, den Exons (exprimierte Sequenzen), sondern wird haufig von nichtcodierenden
Nukleotidabfolgen, den Introns (intervenierende Sequenzen), unterbrochen (= 90 % bei der
proteincodierenden Gene in Pflanzen (Eckardt 2013)). Diese Introns stellen jedoch nicht, wie
zuvor angenommen, blo3e Unterbrechungen in der codierenden Sequenz dar, sondern weisen
ihrerseits eigenstindige biologische Funktionen auf. Allgemein lassen sie sich in mindestens finf

Klassen unterteilen. So erfillt ein Grofiteil regulatorische Funktionen in der mRNS-

——— Prozessierung, andere wiederum codieren
7= RN IR >
2/ VA2 - .. .. .
i N\ W tir Ribozyme, RNS-Molekiile die ihrerseits
DNS
\
{/ l o) eine katalytische Rolle einnehmen (Chorev
\ AVAVAY “lkern
N sl | s / & Carmel 2012).
\ 7
&
h = o \/\4R\NS ~ =
= J’_ e Somit resultiert aus der Transkription
Translation P4 0 . . . . .
A zunichst eine Primérform der mRNS (pri-
K protein / mRNS; auch Primartranskript), die in
Abbildung 12 einem weiteren Schritt von diesen Introns
Schematischer Ablauf von DINS' zu Protein
L Zuge der Transkription wird der fiir ein Gen betreffende bereinigt werden muss. Diesen ,Zensut-
Sequenzabschnitt von DNS in pra-mRINS sibertragen. Hierbei wird nur
der codierende Strang abgeschrieben; von der doppelstringigen Matrige Prozess bezeichnet man als Spleiﬁen, er
entstebt ein einzelstrangiges Primidrtranskript. Dieses wird daranfhin im
Zuges des Spleifsens dabingebend progessiert, dass die resultierende findet im Zellkern statt (Abbildung 12).

mRINS nur noch Exons enthilt, wibrend die Introns entfernt werden.
Die mRNS verlisst daraufhin den Zellkern und wird am Ribosom im ) )
Zytosol in Protein iiberset3t, dieser Prozess wird daber als Translation Durch das SplCIBCnS werden die Introns aus

bezeichnet.
dem Primirtranskript herausgetrennt und
die codierenden Sequenzen (Exons) nukleotidgenau miteinander zur ,reifen mRNS
verbunden. Diese besteht aus einem durchgehend codierenden Bereich, der von einem Start-
und einem Stopp-Codon begrenzt wird. Die mRNS verldsst daraufhin den Zellkern, und es

erfolgt die Translation im Zytoplasma, in der sie zu Aminosduren und somit zu Protein

ubersetzt wird.
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Die Zielpunkte fur das SpleiBwerkzeug auf der pri-mRNS werden durch bestimmte
konservierte kurze Nukleotidsequenzen des Introns markiert. Diese finden sich am 5°- und am
3“Ende des Introns, man spricht hierbei somit von der 5°Splei3-Stelle (5’SS) und der
3¢ Splei3-Stelle (3’SS). Zusitzlich haben alle Introns eine Verzweigungsstelle (BPS; branch point
site), die ein weiteres obligates Splei3-Signal darstellt. Somit umfasst jedes Intron

dreiSpleil3-Signale, die in jeder Splei3-Reaktion mitwirken (Abbildung 13).

5SS BPS 3'ss

> Gu A VYA *

Abbildung 13

Schematische Darstellung einer RINS-Sequenz, mit dem Motiv Excon-Intron-Exon mit konservierten Sequenzen

Zur Prozessiernng der pra-mRINS' bedjirfen die Spleifswerkzenge sogenannter Spleifi-Signale, die fiir ein Erkennen der Exon-Intron-Exon
Grenzen unabdingbar sind.

Diese Signale finden sich am 5 und 3 “Ende des Introns (5°SS, 3°SS) sowie in Form der 1 erzmweigungsstelle (BPS) innerhalb des Introns.
5°88: 5 Spleifistelle, BPS': U erzweigungsstelle; A: Adenosin der BPS; Y ,: Polypyrimidin-Sequenzy 3 °: 3 "Spleifistelle;

Auf molekularer Ebene erfolgt der Splicing-Vorgang schrittweise in einem geordneten,
komplexen Ablauf, bei dem sich an jedem zu spleilendem Intron das SpleiBosom bildet, das

das ,,Schneide- und Schweillwerkzeug* darstellt.

11.2.2  Das Spleilosom

Als Spleilosom wird ein Verbund von kleinen, zellkerneigenen Ribonukleoproteinen
(snRINP,_small nuclear ribonuclegprotein) bezeichnet. Dieser Ribonukleoproteinkomplex, setzt sich

aus obligat fiinf snRNPs sowie fakultativ mehr als 200 weiteren Proteinen zusammen.

Im Detail besteht ein snRNP aus einer kleinen uracilreichen RNS (U snRNS) sowie einer Reihe
an fest damit assoziierten Proteinen. (Lin, Taggart & Fairbrother 2016; Hoskins & Moore 2012;
Matlin & Moore 2007). Das Spleilen geschieht durch das Zusammen- und Umlagern der
Untereinheiten des Spleilosoms (snRNPs) und der assoziierten Proteine (Papasaikas &
Valcarcel 2016; Braunschweig et al. 2013; Keren, Lev-Maor & Ast 2010). Hierbei entstehen
verschiedene biochemisch unterscheidbare Komplexe, die auf Wechselwirkungen zwischen pri-

mMRINS-snRNS, snRNS-snRNS, RNS-Protein sowie Protein-Protein basieren.
Dariiber hinaus werden zweietlei Typen von Spleilosom unterschieden:

1. Das gro3e oder hauptsichliche U2-Spleiosom (,,major Spliceosom)

2. Das kleinere U12-Spleilosom (,,minor Spliceosom)
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Das U2-Typ Spleilosom setzt sich aus dem U1-snRNP, dem U4/U6:U5-tri-snRNP sowie dem

namensgebenden U2-snRNP zusammen.

Das U12-Spleiosom umfasst, mit Ausnahme des U5-snRNPs, funktionelle Analoga (Will &
Liuhrmann 2005; Turunen, Niemeld, Verma & Frilander 2013).

Diesen beiden Typen des Spleilosoms sind die weitgehend unverinderlichen Werkzeuge der
Prozessierung des Primirtranskripts entlang des gesamten Genoms. Ausnahmen hiervon sind
das Selbst-Spleilen bestimmter Intron-Typen (Gruppe I-; Gruppe 1I-, Gruppe III-Introns)
sowie das tRNS-Spleifien, diese beiden Wege stellen jedoch, global gesehen, eher Rarititen dar.

Die Wahl zwischen den beiden Spleilosom-Typen wird durch die zuvor erwihnten
Signal-Sequenzen des Introns bestimmt. So weisen die Introns, die vom U2-Typ entfernt
werden GT-AG Termini auf, wihrend die des U12-Typs entweder AT-AC oder GT-AG sein
kénnen (Will & Lihrmann 2005; Szczesniak et al. 2013; Turunen, Niemeld, Verma & Frilander
2013).
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11.2.3  Die Chemie des Spleilens

Chemisch gesehen handelt es sich bei dem ,,Herausschneiden® der Intronsequenz um zwei

aufeinanderfolgende Transester-Reaktionen, die vom Spleilosom katalysiert werden.

Der erste Schritt besteht aus einem nukleophilen Angriff durch die 2°-Hydroxy-Gruppe des

Adenosins (A) der Verzweigungsstelle (BPS) auf die 3*- 5° Phosphodiesterbidung am 5“-Ende

des Introns. Hieraus resultiert einerseits eine 2°-5° Phosphodiesterbindung an der BPS sowie

andererseits eine freie 3°-Hydroxygruppe am 5-Exon. In dem nun folgenden zweiten Schritt

5SS BPS 3'ss
\"-_____‘d’/
Q
\ A
\"‘*-_________..-—""

®,

o NEGRE e |

entferntes
Intron

Jreife” mRNS

Abbildung 14
Schematischer Ablauf der zavei katalytischen Schritte des SpleifSens

Der Prozess des Spleifsens umfasst zwei anfeinanderfolgende Transesterreaktionen.

I ersten Schritt erfolgt ein nukleophiter Angriff der 2’0OH-Gruppe des Adenosins der BPS anf die
35" Phosphodiesterbindung zwischen Exon und Intron am 5 -Ende des Introns. Hierdurch
gyklisiert das Intron sich selbst 2u einer lassoformigen Struktur, weiterhin resultiert eine freie 3°OH-
Gruppe am 5 “Exon. Diese fiibrt einen mweiten nukleophilen Angriff anf die 3-5°
Phosphodiesterbindung am 3 “Ende des Introns durch, der die Freisetzung des Introns bewirkt und
die beiden Exons verbindet.

Kisten: Excon, Linie: Intron, Pfeil (unterbrochen): Nukleophiler Angriff; p: Phosphatgruppe; OH:
Hydroxygruppe

58582 5 Spleiff-Stelle; 3°SS: 3 Spleiff-Stelle; BPS: VVerzweigungsstelle; A: Adenosin der BPSy
INACH: (Will & Lithrmann 2005)]

reagiert  diese =~ OH-
Gruppe nun nukleophil
mit der
Phosphodiesterbindung
zwischen dem 3‘-Ende
des Introns und dem 3°-
Exons (3°-5°¢
Phosphodiesterbindung),
somit werden die beiden
Exons zum  fertigen
SpleiBBprodukt
verbunden, wihrend das
verzweige Intron
freigesetzt wird

(Abbildung 14).
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II.2.4 Biologische Rolle des ,,herkémmlichen* Spleiens und seiner Alternativen

Neben der ,herkommlichen® Variante (Entfernen aller Introns) weist der Vorgang des
SpleiBens bedeutsame Alternativen auf. Dabei werden beispielsweise Introns in der Sequenz
belassen, Exons ubersprungen oder alternative Splei3-Stellen an 5“Ende oder 3*“Ende

verwendet (Abbildung 15).

(1| e-\ﬁ‘ | — | _ | LHerkémmliches” SpleiRen

o I — [ — M e
(3) /—Q-/_\‘ | — | ‘ | Ubersprungenes Exon

@) | @_6‘ | — | [ Atternative s’ SpleiR-Stelle
© :% | = | BN Atemative 3*Spleit-Stelle

Abbildung 15

SpleifSmuster des herkommlichen und Alternativem Spleifsen
(1) herkimmlich (konsekutiv), (2) retiniertes Intron; (3) Ubersprungenes Excon; (4) Alternative 5°SS; (5) Alternative 3'SS

Das Genom von A. thaliana umfasst 34.212 Gene, von denen lediglich 27.667 fir Proteine
codieren (Cheng et al. 2017). Demgegentiber konnte bisher die Expression von bis zu 74.194
unterschiedlichen Proteinen nachgewiesen werden. Diese Differenz wird dadurch erklirt, dass
60 % der proteincodierenden Gene, die ein oder mehrere Introns beinhalten, alternativ gespleif3t
werden  (Zhang et al. 2017, Cheng et al. 2017; Eckardt  2013).
Das bedeutet, dass aus einer pra-mRNS im Durchschnitt 2,68 unterschiedliche Transkripte

entstehen (Zhang et al. 2017).

Zusammenfassend eroffnet der Prozess des Spleiflens mit seinen Alternativen eine Méglichkeit,
vorhandene genetische Information in unterschiedlicher Weise zu interpretieren und somit die

,»Palette der moglichen Proteine®, das Proteom, um ein Mehrfaches zu erweitern.

11.2.5 Ablauf des Spleif3ens

Der folgende Abschnitt illustriert den schematischen Ablauf des Spleilens mit der Zusammen-
und Umlagerung der Untereinheiten des U2-Typ Spleillosoms (exemplarisch, dhnlich bei U12-

Typ). Im ersten Schritt bindet die U1 Untereinheit die 5’SS und formt den E Komplex (ear’y),
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hierdurch wird der Prozess initiiert. In diesem Schritt bindet zudem der Splei3faktor SF1 an der

BPS und rekrutiert die U2AF-Proteine an den Polypyrimidintrakt und die 3‘SS.

pra-mRNS

|
5'ss BPS 3's5
A

]
Intron

|0

)

et

B* Komplex

Erster katalytischer Schritt:
Bildung von Lariat Intron, freies 5°-Exon

Zweiter katalytischer Schritt:
Verkniipfung der Exons,
[freisetzen von Lariat-intron

post-spleiffosomaler
Komplex

Lariat-Intron
(eng. Lariat = Lasso)

wreife” mRNA

Abbildung 16

Schematischer, schrittweiser Anfban des Spleifsosoms, sowie Ablanf des Spleifsens des U2-

Spleifsosoms, illustriert an einer Exon-Intron-Exon-Sequenz

Kasten: Excon, Linie: Intron; Kreis: Untereinbeiten des Spleifosoms
oval: SF3B1 -Untereinheit des U2-suRNPs

5°88: 55 Spleifs-Stelle, 3°SS: 3° Spleifs-Stelle, BPS: 1 erzmweigungsstelle
A: Adenosin der Verweigungsstelle; Y ,.: Pobypyrimidintrakt

zum Formen des aktivierten B* Komplexes fihrt.

Durch eine ATP-abhingige
Verdringung von SF1 durch
das U2 snRNP geht das
SpleiBosom  in  den A
Komplex iber. Dieser wird
durch kleinere Untereinheiten
stabilisiert, hauptsichlich die
Faktoren SF3a und SF3b.
Diese binden sowohl die 5°-
und 3‘Sequenz, als auch die
das  Adenosin der BPS
umgebenden Nukleotide.
Somit wird die

U2 Untereinheit an der BPS

verankert.

Dieser Komplex rekrutiert
nun den U4/U6:US5 tri-snRNP
Komplex, mit dem der
B Komplex geformt wird.
Der B Komplex enthalt alle

fir das Spleilen bendtigten

Komponenten, ist jedoch
noch inaktiv. Durch
Anderungen in der

Anordnung seiner einzelnen
Bestandteile werden die
Untereinheiten U1 und U4 aus

dem Komplex verdringt, was

In der Theorie fungiert U4 in diesem Zusammenhang als Abschirmung fiir U6, da prinzipiell

jede -OH- und Phosphatgruppe zweier Nukleotide einer Phosphoryltransfer-Reaktion

unterzogen werden koénnte. Erst nach Auflésung der U4:U6 Struktur kann U6 an U2 binden
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und so das katalytische Zentrum formen (Papasaikas & Valcarcel 2016). Hierbei bindet die U6
Untereinheit Teile von U2 sowie Basen der 5° SS. Das so entstehende Gertist stabilisiert nun
einerseits die Bindung des Spleilosoms an der pra-mRNS, wihrend es andererseits die reaktiven

Gruppen zusammenfihrt. Die resultierende Anordnung ermdglicht es, dass vier

Phosphatgruppen zwei Mg?"-Ionen stabilisieren, die die Phosphotyltransfer-Reaktion
vermitteln (Steitz & Steitz 1993; Hang, Wan, Yan & Shi 2015; Fica et al. 2013). Es entsteht der

sogenannte katalytische Kern.

Im folgenden Schritt lduft der erste katalytische Schritt des Spleilens ab, mit Ausbildung des
C Komplexes. Chemisch gesehen greift hierbei die 2“OH Gruppe des Adenosins der
Verzweigungsstelle (BPS) das Phosphoratom der Phosphodiesterbindung der 5¢ SS an. Durch
diese Bindung zirkularisiert das Intron, man spricht hierbei vom Lariat Intron (eng. Lariat =
Lasso), und das 5’Exon wird freigesetzt. Durch Bindung dieses ersten Exons an die U5 snRNS

verbleibt das Exon in seiner Position am Spleilosom.

Die nun freie 3’OH-Gruppe des 5’-Exons greift im Zuge des zweiten katalytischen Schritts die
Phosphatgruppe am der 3SS an, dies fithrt zur Verkniipfung beider Exons und der Freisetzung

des Lariat-Introns. Daraufhin 16st sich das Spleilosom von der ,,reifen* mRINS.

IL.2.6  Alternatives Spleillen

Neben den aus dem “herkémmlichen” Spleilen resultierenden Transkripten kann das Proteom
durch das sogenannte Alternative Spleilen (AS) erweitert werden. Hierbei kdnnen aus einer
einzigen Gensequenz multiple unterschiedliche mRNS entstehen. Diese Moglichkeit resultiert
aus einer sequenzbedingten Vieldeutigkeit von Introns, Exons und ihren Grenzen. Somit
koénnen Introns situationsbedingt in der codierenden Sequenz verbleiben oder entfernt werden.
In vielzelligen Organismen findet dieses Verfahren breite Anwendung. So werden iber 90 %
der menschlichen Gene alternativ gesplei3t (Braunschweig et al. 2013; Keren, Lev-Maor & Ast
2010), bei A. thaliana geht man aktuell von tber 60 % der Multiintron-Genen aus (Marquez et
al. 2012; Zhang et al. 2017). Hierbei kommt den alternativ gespleiBte Isoformen oftmals die
Funktion einer Schalterstellung zu. So werden beispielsweise die Glykolyse sowie Apoptose und
Zellteilung, tber alternativ gespleillte Transkripte reguliert (Biamonti, Maita & Montecucco

2018; Li & Manley 2010).
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Insbesondere im Bereich der Stressantwort-Reaktion der Pflanze spielt das Alternative Splei3en
eine wichtige Rolle. Die Regulierung erfolgt durch Beeinflussung des Abszisinsaure Wegs (ABA;
abscisic acid) (Laloum, Martin & Duque 2018), der die Reaktion der Pflanze auf abiotische
Stressoren vermittelt. Stimulation der Pflanze mit ABA, erhohte Salzkonzentration oder Hitze
fihren zu einer vermehrten Nutzung von abweichenden Spleilstellen, die somit das

Transkriptom den verinderten Gegebenheiten anpassen (Zhu et al. 2017).

Ebenso lasst sich diese Tendenz zur Produktion unterschiedlicher Transkripte aus einer
pri-mRNS in anderen Stoffwechselwegen der Stressantwort-Reaktion  feststellen.
Zusammenfassend orchestriert das Verhiltnis der einzelnen Splei3-Varianten zueinander die
Gesamtantwort des Organismus auf den Stimulus (Filichkin et al. 2015; ZHANG, DENG,
XIAO & LIU 2013; Du et al. 2015; Ner-Gaon et al. 2004).

Beispielhaft sei dies an der Produktion des Hitzestress-Transkriptionsfaktor A2 (HsfA2) gezeigt.
Hitzestress-Transkriptionsfaktoren (Hsfs) nehmen die zentrale Rolle bei der Vermittlung der
Aktivierung von Hitzeschock-Genen ein (Koskull-D6ring, Scharf & Nover 2007). Wahrend die
Volllingen-Variante des Transkriptionsfaktors A2 (HstA2) nicht in der Lage ist, an den eigenen
Promotor zu binden, ist es einer alternativ gespleiliten, verkiirzten Variante ($-HstA2)
nachweislich moglich, diese Bindung einzugehen und somit einen positiven Feedback-Loop

auszulosen (Liu et al. 2013).

Zusitzlich ist S-HsfA2 in der Lage, Hitzestress-Elemente (HSE) zu binden und somit die
Stressantwortreaktion weitergehend zu vermitteln (HSE; hbeat stress element, Palindromische

Sequenzen in Promotorregion von hitzestressaktivierten Genen).

Neben den zuvor beschriebenen essenziellen Sequenzen (5°SS, 3’SS, BPS) fiir die Rekrutierung
des SpleiBosoms konnen weitere as-wirkende Elemente innerhalb der Exons und Introns die
SpleiBstellennutzung und -Effizienz beeinflussen. Hierbei kann zwischen fordernden
Sequenzen (sogenannten Enhancern) und inhibierenden Sequenzen (sogenannten Silencern)

unterschieden werden.

Diese Sequenzen werden von den #rans-wirkenden Faktoren gebunden, bei denen es sich
zumeist um nicht-snRNPs handelt. Beispiele hierfiir sind die Gruppe der SR-Proteine, die durch
ihre Bindung an Enbancer- oder Silencer-Sequenzen den Gesamtprozess sowie das Auftreten einer
Isoform steuern (Shang, Cao & Ma 2017; Wachter, Rithl & Stauffer 2012). Diese Modulation
erfolgt gewebespezifisch, daher wurde das Alternative Spleilen in der Vergangenheit oftmals

auch als ,,gewebespezifisches Spleilen® bezeichnet (Seyffert & Balling 1998).
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Die SR-Proteine (Serin/Arginin reiche Proteine) bilden eine Familie hochkonsetvierter, mit dem
Spleien assoziierter Proteine. Sie enthalten N-terminal ein oder zwei RNS-Bindedominen
(RRM; RINA Recognition Motify und die namensgebende C-terminale Arginin- und Serin-reiche
Domine (RS-Domine), die reversibel phosphoryliert werden kann. Mittels der RRM binden die
SR-Proteine die cs-wirkenden Elemente der pra-mRNS, wihrend die RS-Domiine in Protein-
Protein-Interaktion involviert ist und somit zur Rekrutierung der Untereinheiten des
SpleiBosoms beitrigt. Sie spielen somit sowohl im herkémmlichen also auch im alternativen
SpleiBBen eine Rolle. Die entscheidende Rolle der SR-Proteine fiir den Organismus ldsst sich am
Beispiel von SR45 aufzeigen. Es handelt sich hierbei um ein Protein, das den SR-Proteinen
ahnlich ist und zwei RS-Domainen aufweist. Bei einer Mutation von SR45 in Arabidopsis kommt
es zu einer Reihe von Entwicklungsdefekten. Diese beinhalten Anderungen in der Morphologie
von Blatt und Blite, verzogertes Blihen und Wurzelwachstum sowie Stérungen im ABA und
Zucker-Signalweg, die iber das gesamte Genom zu Anderungen im Spleilmuster
verschiedenster prai-mRNS fithren (Carvalho et al. 2016; Ali et al. 2007; Carvalho, Carvalho &
Duque 2010).

Wihrend weitere solcher #rans-wirkenden Faktoren bei vielzelligen Tiere bereits identifiziert und
weitergehend zu Proteinfamilien klassifiziert werden konnten, sind im Bereich der hoheren
Pflanzen nur einige wenige solcher Spleiifaktoren umfassend beschrieben. Neben den zuvor
erwihnten SR-Proteinen sind ebenso die Polypyrimindin-Trakt Bindeproteine (PTB) zu

nennen.

11.2.7  Fehl-Spleilen

Ein prizises Spleilen der pri-mRNS ist somit die Voraussetzung fir die korrekte Translation
von Proteinen, da schon die In- oder Exklusion eines einzigen Nukleotids das finale Transkript

komplett verandert.

Daher hingt der Prozess maBgeblich von dem Vorhandensein und der Ubereinstimmung der
Sequenzen ab, die die Exon-Intron-Grenzen definieren und als Erkennungssequenz fir die
SpleiBmaschinerie dienen. Mutationen in diesen Bereichen kénnen zu unfunktionellen oder gar
schadlichen Proteinen fithren. Hierbei kénnen sich neue 5’ oder 3’ Splei3-Stellen ergeben oder
bestehende Spleif3-Stellen  deaktiviert werden, mit dem Resultat einer fehlerhaften

mRNS-Sequenz.
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Neben dem Verbleib eines Introns, dem Uberspringen eines Exons oder dem Schaffen
verlingerter oder verkiirzter Exons kann sich auch beim Spleilen ein sogenannter Frameshift
(Verschieben des Leserahmens) ergeben, der die gesamte codierende Sequenz verindert.
Beispielhaft sei hier die autosomal rezessive Krankheit Mukoviszidose genannt, bei der eine
Reihe von Mutationen zum Entstehen sogenannter Pseudo-Exons fithren. Das resultierende
Protein, ein Ionen-Kanal, kann daraufhin den lonenhaushalt der Zelle nicht mehr korrekt
regulieren. Als Folge ist der Mukus, das Sekret der Schleimdriisen, viskoser als bei gesunden
Personen, was zu einem Verstopfen der Bronchien sowie Folgeerkrankungen fihrt (Sanz,

Hollywood, Scallan & Harrison 2017).

I1.2.8 Inhibitoren des Splei3ens

In der jingeren Vergangenheit waren das Spleilen beeinflussende Molekile Gegenstand
intensiver Forschungsarbeit. Zum einen ging es um die Suche nach Molekilen, um den
SpleiBvorgang in bestimmten Teilschritten stoppen und fiir nidhere Analysen sezieren zu
konnen. Zum anderen suchte man Molekile, um spezifische Splei3-Events inhibieren zu

konnen.

Um dem SpleiBosom in seiner Komplexitit gerecht zu werden (unterschiedlichsten
Bestandteilen wie RNSs und Proteinen), bedarf es zur Beeinflussung der Untereinheiten

verschiedenster Wirkstoffe.

Besonders die Inhibitoren der SF3B1-Untereinheit des U2 snRNPs konnten einen groflen
Beitrag zum besseren Verstindnis der vielen Funktionen von SF3B1 liefern.
Hierbei handelt es sich um in der Natur vorkommende Stoffe, die schon in geringer
Konzentration (nM ) den ,Wettstreit” der Intron-Substrate um das SpleiBosom klar
beeinflussen (Kotake et al. 2007). Es konnte gezeigt werden, dass SF3B1 nicht nur das
U2 snRNP am Verzweigungsspunkt (BPS) stabilisiert, sondern ebenfalls eine Rolle in der Exon-
Ligation spielt (Cortionero, Mifiana & Valcarcel 2011; Folco, Coil & Reed 2011).

Dies ist weiterhin neben dem Beitrag zum besseren Verstindnis des Faktors im Prozess relevant,
da nachgewiesen werden konnte, dass Mutationen in SF3B1 hiufig bei Patienten mit Brustkrebs,

chronischer lymphatischer Leukimie sowie Pankreaskrebs nachgewiesen werden konnten

(Landau et al. 2013; Ellis et al. 2012; Biankin et al. 2012).
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Hierbei fihrt die Mutation zu einer Verdinderung in der Wahl des Verzweigungspunkts, was
daraufhin zu einer irrtiimlichen 3 Splei3-Stelle fithrt (DeBoever et al. 2015; Alsafadi et al. 2016).
Durch den Finsatz der Inhibitoren konnte das Wachstum der Krebszellen (in Zellkultur)
nachweislich gemindert werden. Hierbei verschieben die Inhibitoren durch ihr Wirken auf
SF3B1 das Gleichgewicht zu Gunsten alternativ gespleiliter Versionen, die beispielsweise in
Apoptose und Zell-Zyklus mitwirken (Lagisetti et al. 2013; Kotake et al. 2007; Lagisetti et al.
2014; Moore, Wang, Kennedy & Silver 2010).

Die SF3B1-Inhibitoren stellen dabei eine Besonderheit dar, da ihr Effekt so klar zugeordnet

und ebenfalls im Zelltest bestitigt werden konnte.

Der Effekt anderer SpleiB3-Inhibitoren indes ldsst sich oftmals nicht direkt im zelluldren Test
abbilden, da viele dieser Stoffe weitere ,,offtarget “-Effekte (Effekte auBlerhalb des Zielbereichs)

aufweisen, die ebenfalls zytotoxisch wirken.

11.2.8.1. Herboxidien

Abbildung 17
Strukturformel von Herboxidien (GEX1.A)

Herboxidien (GEX1A) ist ein Sekunddrmetabolit von St#repromyces sp. A7847 (Isaac, Ayer, Elliott
& Stonard 1992), der initial wegen seiner phytotoxischen Effekte beschrieben wurde. Auf
wichtige Unkriuter und Ungtiser zeigte er in 17.3 g/ha (7 g/ac ;(Isaac, Ayer, Elliott & Stonard
1992)) bezichungsweise 86.4 g/ha (35 g/ac; (Edmunds, Trueb, Oppolzer & Cowley 1997))
starke inhibitorische Effekte, ohne bei Weizen Schiden zu verursachen. Der zugrundeliegende
Wirkmechanismus konnte jedoch nicht ergriindet werden. Durch eine Studie von Sakai et al.,
deren Ziel das Auffinden neuer Wirkstoffe fiir Tumortherapie war, konnte eine Anderung im
SpleiBmuster in Gegenwart des Wirkstoffes berichtet werden, was die Vermutung eines
Kausalzusammenhangs zwischen Wirkstoff und Spleilvorgang nahelegte (Sakai et al. 2002).
Erst 2011 konnte durch mehrere Gruppen gezeigt werden, dass Herboxidien die SF3b
Untereinheit des U2 snRNPs zum Ziel hat und somit das SpleiBmuster beeinflusst (Hasegawa
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et al. 2011; Gao, Vogt, Forsyth & Koide 2013). Da es sich bei dieser Untereinheit um einen
elementaren Bestandteil des Spleilosoms handelt, der an jeder Spleif3-Reaktion mitwirkt (s.o0.),
konnen Auswirkungen sowohl in Produkten des herkémmlichen als auch in der des

Alternativen Splei3ens gefunden werden.

Am Modellorganismus A. thaliana konnten durch Behandlung mit Herboxidien sowie durch
einen weiteren Inhibitor der SF3b-Untereinheit (Pladoenolid B) eine Stressantwort-Reaktion fur
abiotische Stressoren ausgelost werden. Ebenso fiihrte die Behandlung zu einem Auslésen des
ABA-Signalwegs sowie einer Signalkaskade, die als Splei3-Stress-Signalweg beschrieben wurde
(Ling et al. 2017; AlShareef et al. 2017).

Auf Ebene der gesamten Pflanze konnten eine stark reduzierte Keimungsrate sowie eine
allgemeine Reduzierung von Wachstum und Entwicklung beobachtet werden. So wurde bei
Keimlingen von Arabidopsis, Reis sowie Tomate, die nach einer finftigiger Wachstumsphase
auf herkdmmlichem MS-Medium auf Medium mit Herboxiden transferiert wurden, ein Stopp
in Wurzel- und Blattwachstum erreicht. Damit konnte gezeigt werden, dass der Effekt nicht auf

den Organismus A. thaliana beschrankt ist.

11.2.8.2. Psoromsiure

OH

OH N

(o) (o)
Abbildung 18
Strukturformel von Psoromsdiunre
Bei der Psoromsidure handelt es sich um einen Sekundirmetaboliten aus Flechten, die zur
tbergeordneten Gruppe der Depsidone gehért. Sie wurde erstmals 1882 aus der Flechte
Psoroma crassum Kirber isoliert, die hierbei die namensgebende Rolle einnimmt (Asahina &
Hayashi 1933). Innerhalb der medizinischen Forschung findet die Psoromsiure viele

Anwendungsgebiete, wie in Tabelle 2 aufgezahlt.
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Tabelle 2
Potenzielle medizinische Anwendungsgebiete des Flechtensekunddirmetaboliten Psoromsinre

Funktion Literatur

Inhibition des Fettsdurebiosynthese (FAS-II) (Lauinger et al. 2013)
Stoffwechselwegs in Plasmodien (Malaria)

Privention von Atherosklerose durch (Behera, Mahadik & Morey 2012)
Bindung freier Radikale sowie Inhibition der

Lipidperoxidation

Inhibition der RabGGTase in der Therapie (Deraeve et al. 2012)

von Krebs und Osteoporose

Inhibition der HIV-1 Integrase in der (Neamati et al. 1997)
AIDS-Therapie

Dartber hinaus konnte dutrch einen von Samatov et al. entwickelten Hochdurchsatz-Screen
gezeigt werden, dass Psoromsidure den Prozess des Spleiiens zz-vitro ab einer Konzentration von
250 uM komplett zum Erliegen bringt (Samatov et al. 2012). Hierbei kam es zu einer
Akkumulation der pri-mRNS sowie des Lariat-Intermediats. Durch Auftragen dieser znz-vitro
Reaktion nach definierten Zeitpunkten auf ein natives Agarosegel konnte der Prozess des
Zusammen- und Umlagerns der Untereinheiten des Spleilosoms dargestellt werden. Hierdurch
war es moglich, visuell die Komplexe zu identifizieren, deren ,,Weiterentwicklung® durch
Psoromsiure verzégert beziehungsweise verhindert wurde. In der Priasenz von Psoromsiure
akkumulieren primir aktivierte B-Komplexe (B"), deren Aktivitit jedoch nach Entfernen von
Psoromsdure wiederhergestellt werden konnte. Es handelt sich hierbei folglich um keine

»totgelegten® Komplexe, sondern um ein Anhalten des Prozesses (Samatov et al. 2012).

Das genaue Wirkstoffziel der Psoromsiure im Prozess des Spleilens konnte bisher nicht
aufgeklirt werden. Basierend auf den in der Literatur vorliegenden Ergebnissen sollte es sich
jedoch um eine reversible Inhibition handeln, da die B-Komplexe nach Entfernen der
Psoromsiure (B” wurden per Affinititsselektion aus Mixtur nach 2 h entfernt) im Prozess des

SpleiBens fortfuhren (Samatov et al. 2012; Effenberger, Urabe & Jurica 2017).
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I1I.

Zusammenfassende Einordnung der Projektteile vor dem Hintergrund

des wirkstoffzielbasierten Ansatzes

I11.1.1 Teil I: Phylloquinon-Synthese

Zusammenfassende Bewertung der Phylloquinon-Synthese fiir den Target Ansatz basierend auf

den zuvor beschriebenen Grundvoraussetzungen (Seite 13):

Basierend auf den dargelegten Informationen, kann die Phylloquinon-Synthese, hierbei

insbesondere die von DHNS/AtMenB katalysierte Reaktion, als vielversprechendes Ziel und

Ansatzpunkt fir zukiinftige Herbizide erachtet werden. Sie wird den Grundvoraussetzungen

gerecht.

Essenzieller Prozess:

Phylloquinon ist fiir den Elektronentransport in Photosystem I und somit fiir die
Photosynthese essenziell. Der Knockout verschiedener Gene des Synthesewegs zieht
letale Konsequenzen nach sich (Tabelle 1). Dieser letale Effekt lisst sich durch
Supplementation mit dem Intermediat DHNA kompensieren; dies gilt ebenfalls fiir
die Auswirkungen der Inhibitoren der DHNS im Bakterium.
Literaturbekannte foo/-compounds:
In Bakterien findet sich die Menaquinon-Synthese, die ein Analogon zur
Phylloquinon-Synthese darstellt. Erstere ist das Ziel aktueller Bestrebungen in der
Entwicklung neuer Antibiotika, die mittels Hochdurchsatzscreenings erste Wirkstoffe,
fir die von MenB katalysierte Reaktion, identifizieren konnten.
Ahnlichkeit in Aminosiuresequenz:
Auf Sequenzebene und insbesondere im Bereich der aktiven Tasche weisen die DHNS
von A.thaliana sowie MenB von E.coli und M.tuberculosis eine groBBe Ubereinstimmung
auf. Dieser Umstand erhéht die Wahrscheinlichkeit, dass die bekannten Inhibitoren im

pflanzlichen System ebenfalls wirken.

Keine Redundanzen:

Der pflanzliche Organismus weist keine funktionellen oder genomischen Redundanzen
fir die von DHNS katalysierte Reaktion auf; das betreffende Gen liegt ohne Isoformen

Vofr.
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e Abwesenheit in tierischen Organismen:

Wie der Trivialname Vitamin K suggeriert, handelt es sich bei Phylloquinon und
Menaquinon um organische Verbindungen, die der menschliche Organismus nicht
eigenstindig synthetisieren kann; der betreffende Stoffwechselweg fehlt im tierischen
System. Dieser Umstand minimiert die potenziellen Risiken fiir toxikologische

Probleme potenzieller Inhibitoren.

II1.1.2 Teil 1I: Spleien

Basierend auf den zuvor beschriebenen Kriterien kann der Prozess des Spleillens tibergreifend

als aussichtsreicher Kandidat fiir die Entwicklung zukiinftiger Herbizide erachtet werden.

Die Produktion des GroBteils der pflanzlichen Proteine (= 90 % der proteincodierenden Gene
in Pflanzen enthalten Introns) bedarf initial des Entfernens von Introns aus dem Produkt der

Transkription (pri-mRNS); es handelt sich somit um einen essenziellen Prozess.

Bedingt durch die Erkenntnisse aus Grundlagen- sowie Krebsforschung kann auf einen Fundus
an bekannten Wirksubstanzen zurtickgegriffen werden, deren Wirksamkeit teilweise auch im

pflanzlichen Organismus bewiesen wurde; literaturbekannte #oo/-compounds liegen somit vor.

Durch die beinahe vollstindige Ubereinstimmung der Aminosiuresequenzen eines GroBteils
der Untereinheiten des SpleiBosoms zwischen Pflanze und Mensch ist die Wahrscheinlichkeit
fir die Wirksamkeit der bekannten Wirksubstanzen sehr hoch; eine grofe Ahnlichkeit der
Aminosiuresequenzen ist somit gegeben. Dieser Umstand maximiert jedoch die potenziellen
Risiken fur toxikologische Probleme von herbiziden Wirkstoffen, deren Ziel-Prozess das
Spleilen ist.
Fir die Nutzung des Spleifens als angehenden Ziel-Prozess neuer Herbizide missen
Untereinheiten, Faktoren und Prozesswege identifiziert werden, die spezifisch fir den
pflanzlichen Organismus sind. Basierend auf diesen Erkenntnissen kann das Spleilen als

neuartiger Ziel-Prozess adressiert werden.
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IV Zielsetzung

Wie zuvor beschrieben, untergliedert sich das Forschungsvorhaben in zwei Teilbereiche, die
unterschiedliche Prozesse (Phylloquinon-Synthese und Spleiflen) zum Thema haben. Hieraus

ergeben sich unterschiedliche Zielsetzungen.

Innerhalb des Themenschwerpunkts ,,Phylloquinon-Synthese® liegt der Fokus darauf zu
Uberprufen, ob  der fir MtMenB/EcMenB/SaMenB  beschriebene  Inhibitor
Methyl 4-Ox0-4-(4-Chlorophenyl)-2-butenoat (MOCB) ebenfalls die DHNS/AtMenB in
A. thaliana inhibiert sowie zu validieren, ob die DHNS ein Ziel fiir zukiinftige Herbizide sein

kann.

Hierfur gilt es, die in-vivo Aktivitit des potenziellen Wirkstoffs zu zeigen und dariiber hinaus
zu iberprifen, ob sich der resultierende Phinotyp mittels Supplementation eines Folgeprodukts

der DHNS-Reaktion komplementieren lasst.

Im Zuge der chemischen Validierung wird die Beeinflussung der DHNS-Reaktion durch den

aktivierten Inhibitor MOCB-CoA, innerhalb eines biochemischen Tests, /z-vitro tberpriift.
Dartber hinaus kann die mathematische Beschreibung der resultierenden Enzymkinetik

Hinweise zum Modus sowie der ,,Stirke™ der Inhibition geben.

Die genetische Validierung besteht aus dem Erstellen von transgenen Linien, mittels derer

die Wirkstoff-Wirkort-Beziehung weitergehend gefestigt werden soll. Einerseits mittels einer
Uberexpressionslinie, die theoretisch eine erhéhte Toleranz aufweisen sollte, andererseits

mittels Knockdown-Linien (KD), die anfilliger fiir den Wirkstoff sein kénnten.

Fir eine weitere Darstellung der Wirkstoff-Wirkort-Beziehung kann mittels einer

in-silico-Studie cin Homologie-Modell der DHNS erstellt werden, um darauthin den

potenziellen Wirkstoff MOCB computergestiitzt in die aktive Tasche einzufiigen. Das Ergebnis
dieser Studie wird zwar prinzipiell keinen Beweischarakter haben, koénnte jedoch bei der

Interpretation der Ergebnisse anderer Abschnitte helfen.

Das Ziel des zweiten Teilbereichs ist es, zu uberpriifen, ob der Wirkstoff Psoromsiure eine

herbizide Wirkung aufweist und ob diese auf die Inhibition des Spleilens zurtickzufihren ist.
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Als erster Schritt gilt somit das Aufzeigen einer in-vivo Aktivitit des Wirkstoffs. Hierfiir
werden Arabidopsis-Pflanzen in Gegenwart von aufsteigenden Wirkstoftkonzentrationen

kultiviert und deren phinotypische Entwicklung beurteilt.

Die Auswirkung der Psoromséure auf den Splei3-Vorgang wird mittels Transkriptom-Analyse

Uberprift. Der Fokus liegt hierbei im Auffinden und Zuordnen fehlgespleil3ter Transkripte zu

ithren jeweiligen Genorten, sowie ihrer biologischen Rolle.

AbschlieBend werden die Ergebnisse der computergestiitzten Transkriptom-Analyse mittels

RT-PCR biochemisch validiert. Die resultierenden Fragmente potenziell fehlgespleilter

Transkripte lassen sich mittels Agarosegel gemil ihrer GroBe auftrennen.
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V. Ergebnisse

VL Teil I: Validierung von DHNS (At1g60550) als Wirkstoffziel

VI.1.1 Nachweis der pflanzlichen zz vivo Aktivitit des Inhibitors der bakteriellen
DHNS-Analoga: Methyl 4-Ox0-4-(4-Chlorophenyl)-2-butenoat

Zur Uberpriffung der in-vivo Aktivitit von Methyl 4-Oxo-4-(4-Chlorophenyl)-2-butenoat
(MOCB), dem aus der Antibiotikaforschung stammenden Inhibitor von MenB (bakteriell),
wurden Arabidopsispflanzen damit behandelt, um seine Effekte auf den Phinotyp zu

evaluieren.

In der ersten Teststufe fertigte man hierfiir /2 MS-Platten an, die aufsteigende Konzentrationen
von MOCB enthielten. Diese Platten bestlickte man daraufhin mit Samen und beurteilte

Keimung und Wachstum (Wurzel und Spross) nach 14 Tagen.

Cl

Abbildung 19

Arabidopsispflanzen in Préseng des Inhibitors MOCB in verschiedenen Kongentrationen

Pflanzen wurden 14 Tage anf /2 MS-Medium in Schrigplatten kultiviert. Der Inhibitor wurde in DMSO gelost; die DMS O-Kongentration
wurde konstant (0,1%) gehalten

In Gegemwart des Inhibitors kommt es 3u einer dosisabbdngigen 1 erzigernng von Wachstum und Entwicklung der Pflanzen. Ebenso ist eine
Anderung des Farbtons von Griin su einer helleren gelblichen Férbung im Phénotyp festzustellen.

Die Pflanzen auf der Kontrollplatte weisen sechs entfaltete Blitter auf, ein weiteres Blattpaar
befindet sich in der Entwicklung. Die Wurzeln dieser Pflanzen erstrecken sich bis zum unteren
Ende der Platte; sie durchqueren hierbei finf Felder, dies entspricht 6,5 cm. Weiterhin weisen

die Wurzeln eine Vielzahl an Seitenwurzeln auf.
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Mit ansteigender Inhibitorkonzentration kommt es zu Anderungen im Phinotyp der Pflanzen.
So treten ab einer Konzentration von 10 uM weniger Seitenwurzeln auf, und die Sprosslinge
wirken insgesamt kleiner. Dies kann als Anzeichen fiir ein gemindertes Wachstum gewertet

werden. Weiterhin nehmen die élteren Blitter eine hellere bis gelb-weillliche Farbung an.

Bei einer MOCB-Konzentration von 25uM sind Entwicklung und Wachstum deutlich
verzogert. Es sind lediglich vier entfaltete Blitter sichtbar, die Wurzeln sind ebenfalls stark
verkiirzt, sie erreichen nur noch eine Linge von maximal 2 cm und weisen keinerlei
Seitenwurzeln auf. Ebenso manifestiert sich eine ,,helle” leicht gelbliche Firbung der Pflanze,

welche, wie schon bei 10 uM, insbesondere die dlteren Blitter betrifft.

Diese Auswirkung auf den Phinotyp wird durch die Verdopplung der Konzentration des
Inhibitors (50 uM) weiter intensiviert, Wachstum und Entwicklung kommen beinahe
vollstindig zum Erliegen. So 16st sich die Wurzel kaum von der Saatposition (maximal 0.5 cm),

und die zwei vollstindig entfalteten Blitter weisen eine klare Gelbfirbung auf.

MOCB zeigt somit inhibitorische Effekte, die die Gesamtentwicklung der Pflanze
dosisabhingig beeintrichtigen und zu einer helleren bis gelblichen Firbung der Blitter fiihrt.
Diese Anderung im Farbton manifestiert sich bei den ilteren Blittern, die jungen Blitter haben
einen deutlich grineren Farbton. Diese Beobachtungen sind mit der Grundhypothese, der
Inhibition der Phylloquinon-Synthese durch MOCB, vereinbar. Jedoch bedarf es einer weiteren

Eingrenzung des Wirkmechanismus.

Vor dem Hintergrund der in der Literatur beschriebenen Ergebnisse der KO-Linien, anderer

Enzyme des Stoffwechselwegs, erfolgte ein weiterer Kultivierungsversuch.

Diese in der Literatur beschriebenen KO-Mutanten konnten mittels Zugabe des
Zwischenprodukts DHNA (1,4-Dihydroxy-2-Naphthoat) ,,gerettet” werden. Ebenfalls war es

moglich, bei Bakterien die Effekte des Inhibitors durch Zugabe dieses Intermediats aufzuheben.

Somit ergibt sich fir den Folgeversuch die Arbeitshypothese, dass die Effekte von MOCB auch
bei A. thaliana durch Zugabe von DHNA aufgehoben werden kénnen.

Zur Uberprifung wurden 6-Loch-Platten mit %2 MS-Medium sowie ansteigenden
Konzentrationen von MOCB angefertigt. Hierbei wurden zwei Versuchsgruppen gebildet, einer
Hilfte wurden zusitzlich 100 uM DHNA zugesetzt (Reihe [ + ), der anderen nicht (Reihe [ - ]).

Die Kultivierung erfolgte wiederum fiir 14 Tage.
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Abbildung 20
Komplementation der Effekte von Methyl 4-Oxo-4-4-Chlorophenyl)-2-butenoat verschiedener Konzentrationen anf Arabidepsis thaliana in

Auflanf
Pflanzen wurden 14 Tage anf /2 MS Medinm kultiviert, Wirkstoff wurde in 0.1 % DMSO zugegeben sowie DHINA in 0.05% Ethanol;
Spalten: [ - | kein DHNA zugeserzt, [+ ] 100 uM DHNA zugesetzt; Spalten: Konzentration des Inhibitors MOCB.

Wie aus Abbildung 20 ersichtlich, zeigt sich der dosisabhingige Effekt des Inhibitors MOCB
(wie schon zuvor fir Quadratplatten berichtet) auch dann, wenn die Pflanzen im 6-Loch-
Platten-Format kultiviert werden (obere Reihe; [-]; kein Zusatz des Supplements). Mit
steigender Konzentration des Inhibitors sind eine Gelbfirbung sowie eine Verzégerung des

Wachstums zu beobachten.

In der unbehandelten Kontrollgruppe ([ -], 0 uM MOCB; obere Reihe, 1. links) weisen die
Pflanzen sechs vollstindig entfaltete Blitter auf, wobei die Anlagen fir das nichste Blattpaar
ebenfalls schon prisent sind. Die Wurzeln dieser Pflanzen durchziehen das gesamte Medium,

und die Sprosslinge weisen eine starke Grunfirbung auf.

In der Versuchsgruppe ohne Inhibitor-Zusatz ([ + |, 0 uM MOCB; untere Reihe, 1. links) wirken
die Pflanzen insgesamt kleiner und weniger weit entwickelt. Die Griinfirbung erscheint
gleichermallen intensiv (im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe | -], 0 uM MOCB),
auch in der Anzahl der entfalteten Blatter ldsst sich kein Unterschied feststellen, ebenso weisen
die Pflanzen lange Wurzeln auf, die das Medium durchziehen. Das Supplement scheint somit
selbst phytotoxische Eigenschaften aufzuweisen, die Entwicklung und Wachstum der Pflanzen

beeinflussen, aber zu keiner Anderung im Farbton fiihren.

Beide Gruppen werden vom Inhibitor mit steigender Konzentration beeinflusst, dies spiegelt

sich im Phanotyp der Pflanzen in Bezug auf GréBle, Entwicklung und Firbung wider.
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Durch Zusetzen des Zwischenprodukts DHNA kénnen diese Effekte bei 20 uM, 30 uM sowie
40 uM MOCB abgemildert bis aufgehoben werden (Vergleich [+ ] [ - ]).

Die Pflanzen weisen in den Proben 20 uM und 30 uM MOCB ([ + ], 20 uM & 30 uM MOCB)
eine intensivere Grinfirbung als ihre nicht supplementierten Konterparts auf
(-1, 20 uM & 30 uM MOCB). Durch den Zusatz sind Entwicklung und Wachstum bei 20 uM
MOCB unbeeinflusst, die Pflanzen dieser Probe erscheinen sogar gréB3er und weiter entwickelt
als die Pflanzen der Versuchsgruppe ohne Inhibitor-Zusatz ([ + ], 0 uM MOCB). Bei 30 uM
erscheinen die Sprosslinge etwas kleiner und dhneln in ihrer GréBe der Versuchsgruppe ohne
Inhibitor-Zusatz ([ + ], 0 uM MOCB), eine Beeinflussung durch den Inhibitor MOCB ist jedoch
beim Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe ([ - ], 0 uM MOCB) ersichtlich. Dieser
Trend setzt sich in der 40 uM MOCB-Probe fort. Die Pflanzen sind im Vergleich zur nicht
supplementierten Probe ([ - |, 40 uM MOCB) weiter entwickelt und weisen eine griinere Farbe
auf, jedoch sind klare Effekte des Inhibitors ersichtlich ([ +], 40 pM MOCB) Bei einer
Inhibitorkonzentration von 50 uM sind keine nennbaren Unterschiede zwischen

supplementierter und nicht supplementierter Probe zu erkennen.

Die Erkenntnisse dieser Komplementationsstudie zeigen, dass es mdglich ist, die Effekte des
Inhibitors MOCB durch Zugabe des Intermediats zu mindern beziehungsweise, bei niedrigeren
Dosen des Inhibitors, komplett auszuraumen. Weiterhin zeigt sich jedoch, dass DHNA selbst
ebenfalls eine negative Anderung im Phinotyp bewirkt, die durch eine geringe Dosis an

Inhibitor ausgerdumt wird.

Bei Betrachtung der Strukturformel des Inhibitors MOCB, lassen sich verschiedenste
Strukturmotive erkennen, die das Ziel fir weitere Optimierungen des Inhibitors sein kénnen.
Es ldsst sich somit eine allgemeine Strukturformel erstellen, die zur Identifikation méglicher

Analoga verwendet werden kann (Abbildung 21).
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Abbildung 21

Inbibitor MOCB und die davon abgeleitete allgemeine Strukturformel;

X magliche Position fiir Halogen; Y': magliche Position fiir O-R (Ester), S-R (Thioester), HN-R (Amid), OH ( Carbonsénre), Z: migliche
Position fiir Alkylgruppe oder Wasserstoff (H); ,.gewellte Bindung: Einfach oder Mebrfachbindung gwischen 2 und 3 Koblenstoffatom

Auf Grundlage dieser allgemeinen Formel und der Einschrinkung nur in jeweils einem
Strukturmotiv von MOCB abzuweichen, konnte eine Anzahl an Substanzen identifiziert und

fir erste phinotypische Untersuchungen verwendet werden.

MOCB

Analog A

Analog B

Abbildung 22
Phanotypische Effekte struktureller Analoga von MOCB anf Arabidopsis thaliana

Pflanzen wurden 14 Tage anf V> MS-Medium in Schrigplatten kultiviert. Der Inbibitor wurde in DMSO gelost; die DMSO-Konzentration
wurde konstant (0,1%) gebalten
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Von besonderem Interesse waren hierbei solche Substanzen, welche im Gegensatz zu MOCB,
nur ein aktives Zentrum zur Aktivierung mit Coenzym-A aufweisen und somit zum besseren

Verstindnis der Aktivierung beitragen kénnen.

Die unterschiedlichen Effekte der so gefundenen Analoga sind beispielhaft in Abbildung 22

dargestellt.

In Gegenwart der Verbindung ,,Analog A* wird das Wachstum der Pflanzen sowie ihre Farbung
deutlich frither beeintrichtigt, als dies bei MOCB der Fall war. Bei 10 uM war eine klare
Beeintrichtigung des Wurzelwachstums zu bemerken (maximal 4,9 cm, Durchschnitt 3,5 cm;
Kontrolle 6,7 — 7 cm). Ebenso waren die Sprosslinge deutlich kleiner und wiesen eine merkliche
Gelbfirbung auf. Durch Erhohung der Konzentration auf 25 uM wurden diese Effekte

weitergehend intensiviert, bei 50 uM blieb das Auflaufen der Samen véllig aus.

Im Gegensatz hierzu kam es durch den Zusatz des Inhibitoranalogons B (,,Analog B®) nur zu
geringen Effekten im Phinotyp der Pflanzen. Erst bei einer Konzentration von 50 uM war eine
Anderung zu beobachten. Diese Sprosslinge wirkten im Vergleich zu denen geringerer
Wirkstoffkonzentrationen sowie der Kontrolle in der Entwicklung gehemmt. Das
Waurzelwachstum war gemindert (Halfte der Pflanzen ~ 5cm), und es traten weniger

Seitenwurzeln auf. Die Grinfirbung blieb jedoch von diesem Stoff unbeeintrichtigt.

VI.1.2 Chemische Validierung der DHNS als Wirkstoffziel von MOCB — Iz-vitro

Enzym-Assay

Wihrend die 7z-vivo-Analyse die Wirkung des Inhibitors (MOCB) auf den Phinotyp der Pflanze
beschreibt, prift die z-vitro-Analyse den angenommenen biochemischen Wirkmechanismus:
Hierbei werden Wirkstoff und potenzielles Zielenzym (mit seinem Substrat und Kofaktoren) in
einer kunstlichen Umgebung zusammengebracht und die resultierenden Effekte auf die
Aktivitit des Enzyms evaluiert. Sollte der Wirkstoff eine inhibitorische Wirkung aufweisen, so
wiirde sich diese in einer Anderung der Umsatzrate beziehungsweise der mit ihr assoziierten

Konstanten widerspiegeln.

Die chemische Validierung tragt neben einer Aussage tber die Stirke der Inhibition (ICs-Wert;
halbmaximale inhibitorische Konzentration), der Bindungsaffinitit des Inhibitors (Ki-Wert;
Inhibitionskonstante, Dissoziationskonstante Enzym-Inhibitor-Komplex) zu einem besseren

Verstandnis der Interaktion von Inhibitor und Wirkort bei. Weiterhin lassen die erhaltenen
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Ergebnisse Ruckschlisse auf den Modus der Inhibition zu (kompetitiv, nicht-kompetitiv und

unkompetitiv).

Obendrein erlaubt der zz-vitro Test eine Unterscheidung, ob es sich bei dem vorliegenden

Hemmstoff um die eigentliche Wirksubstanz handelt, oder um deren Vorldufer (Prodrug).

DHNS/MenB  setzt das  Substrat OSB-CoA zu DHNA-CoA um, welches

bl

spektrophotometrisch bei einer Wellenlinge von 392 nm detektiert werden kann. Somit kann

die Produktbildungsrate iber die Zeit ermittelt werden.

Wie von Truglio et al. und Li et al. fir die DHNS-Analoga aus Mycobacterium tuberculosis und
Staphylococcus anrens beschrieben, ist das Substrat der DHNS, OSB-CoA, instabil und neigt zur
Bildung des Laktons unter Abspaltung von Coenzym-A (Truglio et al. 2003; Li et al. 2011b; Li
et al. 2011c). Das Substrat muss somit erst durch eine vorgeschaltete enzymatische Reaktion
hergestellt werden. Daraus ergibt sich fur die /z-vitro Studie eine gekoppelte Reaktion zweier
Enzyme, da fir das Studium der DHNS-Reaktion zuvor das Substrat iitber MenE synthetisiert

werden muss.

NH,
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Abbildung 23

Reaktionsverlanf gekoppelte Engymreaktion von MenE und MenB

OSB wird von MenE iiber ein OSB-AMP Intermediat mit Coenzym-A (CoA) aktiviert; es entsteht OSB-CoA, das Substrat von
MenB.

Dieses Zwischenprodukt neigt zur Weiterreaktion zum Lakton, daber kann OSB-CoA nicht einzeln ugesetzt werden sondern nuss
innerhalb des 1 ersuchs produziert werden.

MenB fkatalysiert eine intramolekenlare Claisen-Kondensation, bei der ein weiteres aromatisches System entsteht. Das Produkt kann
anfgrund dieses aromatischen Systems spektrophotometrisch von den Edukten unterschieden werden.

Fir die Aufnahme der Enzymkinetik wurde ein System, bestehend aus EcMenE und
DHNS/AtMenB aufgebaut. Bei EcMenE handelt es sich um die aus E. e/ stammenden
OSB-CoA-Ligase (menE; II.1.2). Sie wurde fiir dieses Testsystem ausgewidhlt, da ihre
Expression und Isolierung sowie ihre Aktivitit im zz-vitro-Test durch Literatur umfassend belegt
wurden. Hierbei dienten die Erkenntnisse von Truglio et al., Li et al., Chen et al. und Jiang et al.
beziiglich der gekoppelten Reaktion als Leitlinie (Truglio et al. 2003; Li et al. 2011b; Li et al.
2011c; Chen et al. 2011; Jiang, Chen, Guo & Guo 2010). Dartber hinaus nimmt EcMenE in
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diesem Kontext lediglich die Rolle eines ,Hilfsenzyms® ein, welches zur bedarfsweisen
Produktion des Substrats der Folgereaktion benétigt wird. Der Riickgriff auf ein aus E. co// (und

nicht aus A. thaliana) stammendes Enzym erschien vor diesem Hintergrund zuldssig.

Zur Uberpriifung der grundsitzlichen Durchfiihrbarkeit des Tests mit den gewihlten Puffern
und Detektionsverfahren wurde zudem EcMenB als Positivkontrolle inkludiert, da das System

EcMenE-EcMenB durch die Literatur belegt ist (Matarlo et al. 2016; Li et al. 2011b).

Im Folgenden soll der Aufbau des Testsystems beschrieben werden.

VI.1.2.1. Versuche zur rekombinanten Produktion der Proteine

Die Proteinproduktion erfolgte rekombinant. Zur Vermeidung etwaiger Probleme durch
unterschiedliche Priferenzen in der Nutzung der Codons wurden diese auf den
Produktionsorganismus E. /i optimiert. Die verwendeten Konstrukte sind in Tabelle 3
aufgelistet. Die eingesetzten Methoden zum Erstellen dieser sind im Bereich Material und

Methoden aufgefiihrt.
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Tabelle 3
Verwendete Konstrukte fiir Uberexpression der Proteine des Enzym-Assays

Konstrukt Beschreibung (Protein)
pET15b-EcMenE Aus E. coli stammende Version von MenE in nativer Form
(EcMenE)

pET15b-EcMenE-Hiss EcMenE mit C-terminalem Histidin-Hexapeptid
(EcMenE-His6)

pET15b-Hisc-EcMenE  EcMenE mit N-terminalem Histidin-Hexapeptid sowie TEV-
Schnittstelle (Hiss-EcMenE)

pET15b-EcMenB Aus E. cli stammende Version von MenB in nativer Form
(EcMenB)

pET15b-EcMenB-Hiss EcMenB mit C-terminalem Histidin-Hexapeptid
(EcMenB-His)

pET15b-Hiss-EcMenB  EcMenB mit N-terminalem Histidin-Hexapeptid sowie TEV-
Schnittstelle (Hise-EcMenB)

pET15b-DHNS Aus A. thaliana stammende Version von MenB in nativer Form
(DHNS)

pET15b-DHNS-Hiss DHNS mit C-terminalem Histidin-Hexapeptid
(DHNS-Hisg)

pET15b-His,-DHNS DHNS mit N-terminalem Histidin-Hexapeptid sowie TEV-
Schnittstelle (Hise-DHNS)

Die anfanglichen Vektoren orientierten sich an den in der Literatur beschriebenen Konstrukten
der Enzyme aus Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli sowie Staphylococcus aurens, die einen
Histidin-Tag (His¢-tag) fiir Affinitdtschromatographie beinhalten (Li et al. 2011b; Li et al. 2011¢;
Truglio et al. 2003). Publikationen anderer Forschungsgruppen weisen jedoch darauthin, dass
ein solcher Affinitits-Tag die Proteinfaltung der EcMenB einschrinke und das aktive Enzym
nur ohne einen solchen Tag aufzureinigen sei (Jiang, Chen, Guo & Guo 2010; Chen et al. 2011;
Song & Guo 2012).

Infolgedessen wurden sowohl fir EcMenB, EcMenE als auch fur DHNS Expressionsstudien
unternommen, um zu ergrinden, ob ein Affinitits-Tag (N- oder C-terminal) die
Proteinproduktion beeintrichtigt, und welche Strategie zur Reinigung die vielversprechendste

ist.
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VI.1.2.2. Variante 1: EcMenB-Hiss und DHNS-Hisg
(Ergebnis: Ausbleiben der Produktion der Proteine)

DHNS-Hisg EcMenB-Hisg
MW: 37.876 kDa MW: 32.453 kDa

3P 6L 6P UNL UNP X
T w— ——

Abbildung 24
SDS-Gele der Expressionsstudie fiir DHINS' und EcMenB mit C-terminalem Hiss-Tag in BL.21 (DE3) Zellen

L: Lysat, P: Pellet, 0: bei Induktion mit 1mM IPTG, 3: 3 b nach Induktion, 6: 6 b nach Induktion, UN: ,,Ubernachtlenlinr 18 b
nach Induktion, X: Leerstelle, M: Marker (in £Da 250,150,100,75,50,37,25,20,15,10; Precision Plus Protein™ Unstained
Protein Standards)

2: (Pfeil gelb) erwartete Position der Proteinbande; *: (Stern schwars) Induzierte Bande nunklarer Herkunft

Sowohl EcMenB als auch DHNS wurden mit einem C-terminalen Hise-Tag in
E. /i BL. 21 (DE3) Zellen produziert. Abbildung 24 zeigt exemplarisch zwei SDS-Gele einer
Testexpression von DHNS-Hiss und EcMenB-Hise. Hierfir wurden transformierte
BL 21 (DE3) Zellen bis zu einer optische Dichte (ODgo am) von 0.6 wachsen lassen, an diesem
Zeitpunkt (t = 0 h) wurde die Produktion des Proteins durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert.

Die zu analysierenden Proben wurden an definierten Zeitpunkten (0 h, 3h, 6 h und 18 h)
entnommen und mittels eines Lysis-Puffers (BugBuster Reagenz; Material und Methoden)
aufgeschlossen. Weiterhin untergliederte man die Proben in Uberstand (L; Lysat, 16sliche

Fraktion) und feste Bestandteile (P;Pellet, unlosliche Fraktion).

Bei den vorliegenden Gelen handelte es sich um das Ergebnis einer Testexpression, somit
wurden keine weiteren Reinigungsschritte unternommen. Dieser Versuch diente einzig der
Uberpriifung, ob die Proteine im vorliegenden Konstrukt produziert werden und ob sie in die
l6sliche Fraktion uberfiihrbar sind. Diese Kriterien (Produktion und Léslichkeit) stellen die

Grundvoraussetzungen fiir weitere Isolations- und Reinigungsschritte dar.

Bei einer rekombinanten Uberexpression wite eine klar erkennbare Bande in Héhe des

Molekulargewichts des Proteins zu erwarten gewesen (Kennzeichnung gelber Pfeil in Abbildung
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24). Eine solche Bande konnte jedoch weder fiir EcMenB noch fiir DHNS in diesen Proben
gefunden werden; weder im Pellet (P) noch im Uberstand (L) lieB3 sich eine Bande mit korrekter
GroBe indentifizieren (DHNS-Hisg: 37.876,77 Da; EcMenB-Hise: 32.453,71 Da; gelber Pfeil).
Dies legt die Vermutung nahe, dass ein C-terminaler Tag die Produktion des Proteins

unterbindet.

In beiden Expressionen ist jedoch das Erscheinen einer Bande im GroB3enbereich zwischen 25
— 30 kDa zu erkennen, die durch Zugabe von IPTG induziert wird und sich im Zeitverlauf
intensiviert (Kennzeichnung schwarzer Stern). Es kann somit nicht ausgeschlossen werden,
dass das Protein zwar Uberexprimiert, aber schon wihrend der Produktion durch Proteasen

abgebaut wurde.

Zur Uberpriifung dieses Befunds wurden die Proben der Ubernachtkulturen via Westernblot
und Immunodetektion auf das Vorhandensein eines Proteins mit Hisq-Tag tiberprift. Sollte das
Protein durch Endo- oder N-terminale Exoproteasen abgebaut werden, so koénnten die

merklichen Banden im Bereich

DHNS-Hisg EcMenB-His, von 25kDa ein Signal in der

X X UNP UNL X UNP UNL X Kontrolle .
1 250 Immunodetektion erzeugen.
% Weiterhin kann nicht
-
ausgeschlossen werden, dass das
o . .

F: Protein aufgrund seiner
Aminosduresequenz ein  leicht
verandertes Laufverhalten aufweist

i und somit nicht auf der erwarteten
5r
:gi Hohe aufzufinden ist. Wie aus
Abbildung 25 ' o Abbildung 25 ersichtlich, kénnen
Westernblot mit Immunodetektion gegen Hisg-Tag fiir Ubernachtlenlturen der
Testexpressionen von DHINS-Hisg und EcMenB-Hiss keine eindeutigen Signale der
IN: Ubernachtfultur; P: Pellet; 1.: Lysat;  : erwartete Position Proteinbande
DHNS-Hiss; =2: erwartete Position Proteinbande EcMenB-Hiss; Kontrolle: Protein mit Immunodetektion des Histidin-

Hiss-Tag 37 &Da; M: Marker (Precision Plus Protein™ Dual Color Standard; Biorad)
Hexapeptids gezeigt werden.
In den Fraktionen mit den unléslichen Bestandteilen des Zellaufschlusses sind schwache Signale
nachweisbar, die sich tGber die jeweilige Gesamtstrecke des Gels erstecken. Dieser Fund ist zu
erwarten, da der Antikorper nicht in Ausschliellichkeit die Hisg-Sequenz bindet, sondern sich
ebenso, wenn auch schwicher, an Histidin-reichen Sequenzmustern anlagert. Die sichtbaren
Spuren miissen somit als Hintergrund angesehen werden. Das Erscheinungsbild einer positiven

Immunodetektion wird von der Kontrolle (rechte Spalte) dargestellt.

60



Diese Ergebnisse fithren zur augenscheinlichen Erkenntnis, dass ein C-terminaler Hise-tag die
Produktion der Proteine EcMenB und DHNS unterbindet. Auf Grundlage dieser Ergebnisse,
wurden weitere Bestrebungen verworfen, EcMenB-Hiss und DHNS-His, zu produzieren und

zu isolieren.

VI.1.2.3. Variante 2: His¢-EcMenB und Hiss-DHNS

(Ergebnis: Produziertes Protein ist unldslich)

Bei Platzieren des Affinititstags am N-Terminus erfolgte Proteinproduktion fir EcMenB und
DHNS. Hierbei verblieb der Groliteil des Proteins unléslich im Pellet, in Form von
Einschlusskorpern.

Hisg-DHNS
MW: 40.147,77 Da

M OL OP 2L 2P 4L 4P ONLONP X X X oL MoP 2L 2P 4L 4PUNL UNP X K X

< L .

Abbildung 26

SDS-Gel und Westernblot mit Immunodetektion der Testexpression von Hise-DHNS' in BL21 (DE3)

M: Marker; L: Lysat/ Uberstand;: P:Pellet; 0: 0 b (Zeitpunkt Induktion mit 1 mM IPTG); 2: 2 b nach Induktion; 4: 4 h nach
Induktion; UN: Ubernachtkultnr (~18 b nach Induktion); X: 1eerstelle; K: Kontrolle ( Protein mit Hiss-Tag 37 #Da)
[Wachstum bis ODggp 0.6 bei 37°C; Produktion bei 25°C]

Wie durch Abbildung 26 gezeigt, kommt es durch Zugabe von IPTG zur Produktion des
Wertproteins DHNS-His,. Dies ist an der klar ersichtlichen intensiven Bande in Héhe von 30 —

37 kDa zu erkennen.

Wie ebenfalls aus Gel (linke Seite) und Westernblot (rechte Seite) ersichtlich, findet sich das
Gros des Proteins in den Spuren der unloslichen Bestandteile des Zellaufschlusses. Es steht
daher fiir eine weitergehende Reinigung in Isolation nicht zur Verfiigung. Zum Verindern des
Verhiltnisses von l6slichem zu unldslichem Protein, wurden weitere Expressionsversuche mit

verschiedenen Temperaturen, IPTG-Konzentrationen, Lysispuffern (Ionenstirke und pH) und
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Aufschlussverfahren  (Enzymatische Lyse, Ultraschallverfahren wund French-Presse)
unternommen. Diese Bemuhungen fithrten jedoch zu keiner merklichen Verschiebung des
Verhiltnisses (I6slich/unléslich). Als ein letzter Versuch wurden Pellets nach dem Aufschluss
tiber Nacht mit der Tabak Etch Virus Protease (TEV-Protease) behandelt, um den
Polyhistidin-Tag tber die Schnittstelle zwischen Histidin-Sequenz und Wertprotein

abzuschneiden und somit die Loslichkeit zu verbessern. Auch damit lie sich keine

Verbesserung erreichen.

Folglich konnte die weitere Reinigung nur mit dem geringen Anteil an loslichem Protein

fortgesetzt werden.

mAu

1500

1000 1

\\ “ \

Bieak point 6 \_E{::\k.roun:l"l“ \\\_ Break point 11  Break point 14  Break pois
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Abbildung 27

Chromatogram der Affinititschromatographie zu Hiss-DHNS, 5 ml HisTrap anf AEKTA prime

blan: Absorption bei 280 nmy griin: Kongentration Elutionspuffer, rot: Leitfihigkeit, pink: Injektion, rote Schrift X-Achse:
Fraktionen; braun: Logbuch Programmabschnitte Methode; Abszisse: Zeit; Ordinate: Absorption

Elutionsprofil der Affinititschromatographie fiir Hiss-DHNS. Nach Beladen der Sciule (Fraktionen 1- 3; starke Absorption bei 280
mm i Durchfluss) kommt es in den Fraktionen 13- 16 (7,5-12% Elnutionsbuffer; 75 - 120 mM Immidazol) zur Elution eines

Proteins (Absorption ~ 450 mAU). Bei Steigerung der Kongentration des Elutionsbuffers anf 100% (1 M) kommt es zu keinen
weiteren Ausschligen in der Absorption

Zur Isolation der l6slichen Fraktion von His¢-DHNS wurde die Methode der
Nickel-Affinititschromatographie an einem AKTAprime plus System verwendet. Hierbei
finden Sepharose-Siulen Einsatz, die Ni**, gebunden an Nitrilotriessigsdure (NTA), enthalten.
Die Isolierung des Fusionsproteins (Protein + Hiss-Tag) beruht darauf, dass Ni** mit zwei der
Histidin-Resten des Proteins interagiert und sie somit binden kann. Die Elution bei diesem

Verfahren erfolgt zumeist Gber einen Imidazol-Gradienten, der die Histidin-Reste verdringt
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und somit das Protein von der Saule 1ost. Die verwendeten Puffer orientierten sich an der

Literatur ((Truglio et al. 2003); Tabelle 4 ).

Tabelle 4
Puffer der Nickel-Affinititschromatographie [nach (I'ruglio et al. 2003) |

ZLusammensetung Verwendung

Lysis-Puffer 20 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM NaCl; Zellaufschluss, Auftragen des Lysats auf die
5 mM Imidazol Sdule, Waschschritt

Elutions-Puffer 20 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM NaCl; Elution des Proteins mittels Gradienten

1 M Imidazol

Auf das Auftragen des Lysats auf die Sdule folgte ein Waschschritt, um ungebundenes Protein

von der Sdule zu entfernen, sowie ein Elutionsschritt, bestehend aus zwei Gradienten.

Wie aus dem Chromatogramm (Abbildung 27) ersichtlich, kam es wihrend des Elutionsschritts
bei den Fraktionen 13 — 16 zu einer Anderung der Absorption bei 280 nm; Protein wurde von
der Saule gelost. Im weiteren Verlauf wurde die Konzentration des Elutionsbuffers bis auf einen
Anteil von 100 % gesteigert und die Sdule so mit 1 M Imidazol gespiilt, jedoch ohne, dass es zu

einem weiteren Ausschlag kam.

Zur weiteren Analyse lud man die einzelnen Fraktionen auf SDS-Gele (Abbildung 28), um

Identitit sowie Reinheit des geldsten Proteins zu ergrinden.

Die Gele zeigen eindeutig das Vorhandensein eines Giberexpremierten Proteins im Pellet und

Rohextrakt (hierbei handelt es sich um die Probe vor dem Zellaufschluss).

63



Hiss-DHNS
MW: 40.147,77 Da

10 11 13 14 15 16 17 18 19 21
\ - m BEE

23 25 M 27 29 31 33 35 37 39

Abbildung 28
SDS-Gele Affinititschromatographie Hiss-DHNS it Smil Hilrap anf

AEKTA prime
M: Marker; R: Rohextrakt (Probe vor Aufschluss), 1.: Iysat; P: Pellet,
1-3: Durchfluss (Laden der Sdule); 4-7: Waschfraktion; 8-39: Elution;

: Erwartete Bande von Hiss-DHNS
In Robextrakt und Pellet ist die prominente Bande eines iiberexpremierten
Proteins mit einem Moleknlargewicht von = 37 kDa zu sehen.
Korrespondierende Bande in 1ysat schwach. Fraktionen des Absorptionsgipfel
(12-16) enthalten Protein diverserer Grifsen jedoch keine definzerte  Bande
im Bereich 37 — 40 kDa. Aufireten von Banden bei 37 kDa in Fraktion
21-31.

R

Im folgenden Verlauf dieses Reinigungsschritts ist jedoch keine weitere Bande dieser Art zu
sehen. Die Bestandteile des eluierten Proteins der Fraktionen 13 — 16 sind divers und nicht der
erwarteten Grofie von His¢-DHNS zuzuordnen (gelber Pfeil). Im weiteren Verlauf (Fraktionen
21 — 31) kann das Auftreten mehrerer Banden im Bereich 37 kDa beobachtet werden. Diese
fithrten jedoch zu keiner Anderung im Chromatogramm; die Konzentration des eluierten
Proteins lag unterhalb der Detektionsgrenze des Systems und musste daher fiir die folgenden
Versuche aufkonzentriert werden. Unter der Annahme, dass das losliche Protein die korrekte
Faltung aufweist und somit als Homohexamer vorliegt, sollte der Proteinkomplex eine Grof3e
von 240,15 kDa aufweisen. Nach Zusammenfithren und Aufkonzentrieren dieser Proben mit
einer Zentrifugen-Filtereinheit (Molekulargewichtsabscheidegrenze 100 kDa), lieB3 sich kein
Protein nachweisen. Somit handelte es sich bei diesen Banden entweder um ein anderes Protein
mit dhnlichem Molekulargewicht, oder aber um Mono- bzw. Oligomere der DHNS, unterhalb
von 100 kDa. Da laut Literatur lediglich das Hexamer die aktive Form des Enzyms darstellt
(MW: 191 kDa (Ec); 240 kDa (At)), kénnen diese Proben somit als inaktiv erachtet werden.

Auf Grundlage der vorliegenden Ergebnisse wurden die Produktion und Reinigung der Proteine

EcMenB und DHNS mit Sequenzen fir Affinititschromatographie eingestellt.
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VI.1.2.4. Variante 3: EcMenB und DHNS; Produktion der Proteine ohne Affinititstag

(Ergebnis: Protein wird produziert und ist 16slich)

DHNS EcMenB Wegen der erfolglosen Versuche von

MW: 37.054 Da MW: 31.798 Da . '
Produktion und Isolierung  der

M X DoD4 DU X EO E4 EU X

Fusionsproteine  mit  Histidin-Tag,
wurden  weitere  Bestrebungen in
diesem  Bereich  eingestellt.  Die
Proteinproduktion erfolgte daher mit
der Sequenz der Proteine in ihrer

nativen Form.

Wie aus Abbildung 29 ersichtlich,
konnten die Proteine DHNS und

EcMenB, im Zuge der Testexpression,

in der loslichen Phase aufgefunden
Abbildung 29
Auftragung der 1ysate der Testexpression von DHNS und EcMenB werden. Die Spuren des jeweﬂjgen

M: Marker; X: Leerstelley D: DHINS; F: EcMenB; 0: Probe zum Zeitpunkt — Proteins weisen eine definierte Bande
der Induktion (1 mM IPTG); 4: 4 b nach Induktion; U: Ubernachthultur

(~18 b); : Emwartete Hihe der Bande von DHNS 2: Erpartete Hibe der - in  der erwarteten Grof3e auf, die
Bande von EcMenB; Wachstumsphase bis OD g0:0.6 bei 37°C;

Post-Induktion | Produktionsphase: 25°C Intensitit der Banden steigert sich in

Abhingigkeit zur Zeit.

Da die Proteine ohne Affinititstags vorliegen, konnte keine Immundetektion zur finalen
Verifizierung der Identitit der Banden durchgefiihrt werden. Um festzustellen, ob das
produzierte Protein auch das tatsichlich erwiinschte ist, bedurfte es des Enzym-Assays sowie

alternativer Analysemethoden.

Die Reinigung erfolgte fiir EcMenB in zwei Schritten. Zunichst wurde eine

Anionenaustauschchromatographie durchgeftuhrt (Abbildung 30; Puffer: Tabelle 5).

Tabelle 5
Puffer der Reinignng von EcMenB

Zusammensetzung Verwendung

Lysis-Puffer | 20 mM NaPi pH 8 Lyse, Auftragen des Lysats auf die Sdule, Waschschritt

Elutionspuffer | 20 mM NaPi pH 8; 1 M NaCl Elution iiber Gradienten
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Gemil} des Chromatogramms eluierten mehrere Gruppen getrennt von der Sdule. Das erste
Absorptionsmaximum erstreckt sich hierbei tiber die Fraktionen 16 — 23, darauf folgt eine

Doppelspitze, mit den Fraktionen 33 und 38 im Zentrum.

Die den drei Ausschligen zugeordneten Proben sowie Reprisentanten von Durchfluss und
Waschschritt wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Hierbei erschien nur in den Fraktionen 19
— 21 eine Bande im fiir das Molekulargewicht von EcMenB erwarteten Bereich (Abbildung 30,

rechter Teil), diese Fraktionen wurden daraufhin fir die folgenden Schritte vereint.

Bei der Elution der Fraktionen 19-21 lag der Anteil des Elutionspuffers bei 27-35 % (griine
Linie Abbildung 30,links). Unter Berticksichtigung des Volumens der Siule (5 ml) wurde die
Salzkonzentration des Aufbewahrungspuffers und Laufpuffers der
GroBenausschlusschromatographie auf 300 mM NaCl gesetzt. Das Volumen der Siule spielte
hierbei eine Rolle, da das Fluat erst die gesamte Sdule durchwandern musste, um an den

Detektor zu gelangen, folglich erfolgte die Elution 5 ml vor der angegebenen Konzentration.

mAu
EcMenB

/ ~ 1 MW: 31.798 Da
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Abbildung 30
Chromatogramm und SDS-PAGLE der Anionaustanschehromatographie von EcMenB;

links: blan: Absorption 280 nm [mAU]; rot: Leitfiabigkeit; griin: Kongentration Elutionsbuffer; Abszisse: Zeit; Ordinate: Absorption;
rechts: M:Marker; X: Leerstelle; 2: Durchfluss; 16 — 25: Erste Erbebung in Absorption; 33: Zweite Spitze; 38: Drittes Maxinium;

Darauf folgten Analyse und Reinigung mittels GroéBenausschlusschromatographie, sowie

anschlieBend die Analyse der den Ausschligen des Chromatogramms zugeordneten Fraktionen
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(8 — 16) mittels SDS-PAGE (denaturierend) und Native-PAGE. Im denaturierenden Gel
(Abbildung 31, rechter Teil oben) befand sich bei allen Fraktionen der Reinigung die dominante
Bande auf einer Hohe von ~32 kDa. Dies entsprach der erwarteten Hohe des Monomers von

EcMenB(~32 kDa, roter Pfeil).

Im Gegensatz zur SDS-PAGE liefert die Native-PAGE Informationen tber den
Oligomerisierungszustand des Proteins. Innerhalb des nativen Gels (Abbildung 31, rechter Teil
unten) dominieren zweierlei Banden mit unterschiedlichem Molekulargewicht (zwischen 66 und
146 kDa, beziehungsweise zwischen 146 und 242 kDa). Basierend auf der Erkenntnis der SDS-
PAGE (GroBe des einzigen verfigbaren Molekils ~ 32 kDa) kann angenommen werden, dass
es sich bei den Banden um Oligomere der EcMenB handeln sollte. Die erstere, kleinere Bande
(roter Stern) konnte somit ein Trimer abbilden (~95 kDa), die zweite (obere Bande; gelber
Stern) entsprache dem Hexamer und damit der (gemal3 der Literatur, (Truglio et al. 2003))

aktiven Form des Proteins (~190 kDa).

Somit konnte die héchste Konzentration an aktivem Protein in den Fraktionen 11 — 12 erwartet
werden, da dort die Banden des vermutlichen Hexamers am intensivsten und die Banden des

Trimers relativ schwach waren.

Fir weitere Analysen wurden lediglich diese Fraktionen zu einer Probe vereint, um bestmoglich

Verunreinigungen durch inaktives Protein zu vermeiden.

Zur Verwendung im Enzym-Test wurde diese Probe aufkonzentriert. Hierfiir diente eine
Zentrifugen-Filtereinheit mit einer Molekulargewichtsabscheidegrenze von 100 kDa. Dieser
Schritt konnte als finaler Reinigungsschritt von EcMenB betrachtet werden, da Proteine mit
einem geringeren Molekulargewicht die Membran passieren konnten und so aus der Probe

entfernt wurden.
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mAu EcMenB [SDS-PAGE]
MW: 31.798 Da
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Abbildung 31

Elutionsprofil Grofsenansschinsschromatographie EicMenB mit Fraktionen analysiert via SDS- und Native-PAGE

Abszisse: Volumen [ml]; Ordiante: Absorption [mAU]; rechts oben: Gel der SDS-Page; 1.: Ladungy M: Marker; Zabl: Fraktion
rechts unten: Gel der Native-PAGE; M: Marker

Analog zu der zuvor beschriebenen Isolation von EcMenB geschah die Reinigung von DHNS,
dem MenB-Entsprechung aus .A. thaliana, wobei die zuvor gewonnen Erkenntnisse eine

Optimierung und Vereinfachung der Reinigungsmethodik zulie3en.

Die Reinigung fiir DHNS erfolgte ebenfalls mittels Anionenaustauschchromatographie. Die
Methode wurde hierbei so weit optimiert (Herabsetzen der lonenstirke des Lysispuffers,
Verwendung von zwei gekoppelten HiTrap (Q XL 5 ml Séulen), dass aufgrund der hohen

Reinheit die GroB3enausschlusschromatographie ausgelassen werden konnte (Puffer: Tabelle 6).

Tabelle 6
Puffer der Reinignng von DHNS

Zusammenserung Verwendung

Lysis-Puffer | 10 mM NaPipH 8  Lysis, Auftragen des Lysats auf die Sdule, Waschschritt
Elutionspuffer | 10 mM NaPi pH 8;  Elution mittels Gradient
1 M NaCl
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Als letzter Reinigungsschritt diente erneut das Aufkonzentrieren der vereinten Fraktionen

mittels einer Zentrifugen-Filtereinheit, mit einem Molekulargewichtsabscheidegrenze von

100 kDa.

Die Abbildungen 32 und 33 illustrieren den Reinigungsprozess fiir DHNS, beginnend mit dem
Auftrennen des Zelllysates nach Ionenstirke. Das Chromatogramm (Abbildung 32, linke Seite)
des Reinigungsschrittes offenbart mehrere Erhebungen, die sich tber die Fraktionen 24 — 52
erstrecken. Zur Identifizierung der einzelnen Fraktionen wurde jede zweite Probe von Fraktion
22 bis 52, Fraktionen des Lade- und Waschvorgangs sowie Lysat und Pellet per SDS-PAGE
analysiert (Abbildung 32, rechte Seite oben und unten). Ab Fraktion 24 bis hin zu Fraktion 36
ist eine prominente Bande in Hohe des Molekulargewichts des Monomers (gelber Pfeil) zu
sehen. Da in den Fraktionen 34 und 36 eine Vielzahl an weiteren Proteinbanden auftrat sowie
die Bande des Zielproteins abnahm, wurden lediglich die Fraktionen 25 bis 33 zu einer

genaueren Analyse auf ein weites SDS-Gel aufgetragen (Abbildung 33).
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Abbildung 32
Chromatogramm (links) der Ani ustanschchromatographie DHINS' in 2x Hilrap Q XL sowie Gele der SDS-PAGE (rechts) zur

Ldentifikation der DHINS-haltigen Fraktionen
links: Abszisse: Zeit; Ordinate: Absorption 280nm; blan: Absorption; rot: Leitfibigkeit; griin: Gradient Puffer By
rechts: M: Marker; L: Lysat; P: Pellet; Zahl: Fraktion; gelber Pfeil: Hobe der fiir DHINS' erwarteten Bande (~37 &Da)

Innerhalb der aufgetragenen Fraktionen (25 — 33) intensiviert sich die Bande auf Héhe von

37 kDa bis hin zu Fraktion 31 (Abbildung 33, linke Seite; gelber Pfeil). Gleichzeitig treten ab
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den Fraktionen 27 und 30 weitere klare Banden auf ( 27 : ~60 kDa (schwarzer Pfeil); 30:
~27 kDa (roter Pfeil)). Um die Verunreinigung durch Fremdprotein méglichst gering zu halten,
wurden somit nur die Fraktionen 25 — 30 zusammengefiihrt und iber eine Zentrifugen-
Filtereinheit eingeengt. Wie dem nativen Gel (Abbildung 33, rechte Seite; gelber Stern erwatete
Hoéhe Hexamer) zu entnehmen ist, konnte durch das Aufkonzentrieren eine weitere Bande

zwischen 66 und 146 kDa entfernt werden (Vergleich P und K in Abbildung 33; roter Stern).

Das so erhaltene Protein wurde daraufthin im Enzymtest eingesetzt.

DHNS [SDS-PAGE] DHNS [Native PAGE]
MW: 37.054 Da MW: 222.324 Da (Hexamer)

Abbildung 33

SDS- und Natives-Gel fiir DHNS nach Anionenanstanschchromatographie und Auflonzentrieren mit Zentrifugen-
Filtereinheit ( Massenabscheidegrenze 100 £DA);

M: Marker; Nummer: Fraktion; 1.: Lysat; Z: zusammengefiibrte Fraktionen (Fraktionen 25 — 30); K:
Konzentrat

VI.1.2.5. Produktion und Reinigung des ,,Hilfsenzyms* EcMenE, in allen drei Varianten

Wie zuvor schon fur DHNS und EcMenB beschrieben, erfolgte auch die Produktion des oben
genannten ,,Hilfsenzyms® in drei Varianten, die sich durch die Position bezichungsweise das

Vorhandensein eines Hisg-Tags zur Nickel-Affinitdtschromatographie unterscheiden.

Variante 1 stellt hierbei die native Form des Enzyms dar (EcMenE). Die Aufreinigung erfolgte
mittels Anionenaustauschchromatographie (Puffer: Tabelle 7), das Chromatogramm sowie die

SDS-Gele finden sich in Abbildung 34.
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Tabelle 7

Puffer der Reinigung von EcMenl:

ZLusammenserung Verwendung
Lysis-Puffer | 20 mM Tris-HCI pH 8 Lyse, Auftragen des Lysats auf Saule,
Waschschritt
Elutionspuffer | 20 mM Tris-HCI pH 8; Elution mittels Gradienten
1 M NaCl

Gemil} dem Chromatogramm eluierten bei ansteigender Ionenkonzentration zwei Fraktionen,
die sich tber die Proben 15 — 25 sowie 30 — 40 erstreckten. Wie mittels eines ersten SDS-Gels
(Abbildung 34, rechts oben) identifiziert, befand sich das tiberexpremierte Protein innerhalb des
ersten Absorptionsmaximums, da in Probe 21 ( Reprisentant dieses Ausschlags; Mittelpunkt )
cine klare Bande mit einem Molekulargewicht von ~ 50 kDa zu erkennen ist.
Folglich wurden die Fraktionen dieser Spitze auf ein weiteres SDS-Gel (Abbildung 34, rechts
unten) aufgetragen und in Hinsicht auf Reinheit und Intensitit der Banden im Bereich um
50 kDa analysiert. Als Ergebnis dieser Analyse wurden die Proben 18 — 21 vereint und mittels
Zentrifugen-Filtereinheit, zur Verwendung fiir weitere Reinigungsschritte, konzentriert

(Molekulargewichtsabscheidegrenze 30 kDa).
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mAn EcMenE
MW: 50.182,3 Da

it

AL

Abbildung 34

Reinigung von EcMenE mittels Lonenanstanschehromatographie; Hilrap Q X1 5ml
Abszisse: Volumen [ml]; Ordinate: Absorption [mAU]; blau: Absorption; rot: Leitfihigkeit; griin: Gradient von Puffer B
rechts: Gele der SDS-PAGE,; M: Marker; L: Lysat; P: Pellet; X: Leer; Zabl: Fraktion; Grifse EcMenEs markiert gelber Pfeil

Parallel zur Produktion und Reinigung von EcMenE (Variante 1) liefen Produktion und

EcMenE-Hisg
MW: 51.116 Da

Abbildung 35
Reinigung von EcMenE-Hisg mittels Affinititschromatographie

M: Marker; R: Robextrakt; L: Lysat (loskiche Phase); P: Pellet (unlsliche
Phase); F1L: Durchfluss; W: Waschschritt; E: Elnat; Konz: Kongentrat
Stern: Erwartete Hobe fiir Bande von EcMenE-Hiss

Reinigung ebenso fir die Hise-getaggten
Formen EcMenE-Hiss (Variante 2;
Hexahistidin-Tag C-terminal) sowie Hise-
EcMenE (Variante 3, bei der die Sequenz
zur Affindtschromatographie N-terminal

positioniert wurde).

Im Fall von Variante 2 befindet sich der
His¢-Tag C-terminal (EcMenE-Hise). Wie
aus Abbildung 35 zu ersehen (SDS-Gel
resultierend aus Reinigung mit Ni-NTA
Fast Start Kit, Qiagen; Puffer: Tabelle 8),
konnte das Protein in hoher Reinheit

produziert werden. Das SDS-Gel weist

eine klare Bande im Bereich von 50 kDa im Lysat sowie in der Elutionsfraktion und dem
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Konzentrat auf (nach Wechseln des Puffers mittels PD-10 Sdule sowie Aufkonzentrieren mittels
Zentrifugen-Filtereinheit mit Molekulargewichtsabscheidegrenze von 30 kDa). Dies entsprach

dem Molekulargewicht des erwarteten Proteins.

Tabelle 8
Puffer der Reinigung von EcMenEE-Hisg mittels Ni-IN'1'A Fast Start Kit

ZLusammenserung
Lysispuffer 20 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM NaCl; 5 mM Imidazol
Waschpuffer 20 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM NaCl; 60 mM Imidazol
Elutionspuffer | 20 mM Tris-HCl pH 8; 500 mM NaCl; 500 mM Imidazol
Lagerungspuffer | 50 mM Tris-HCl pH8; 300 mM NaCl; 2 % Glycerin

VI1.1.2.6. Aktivitatstest von EcMenE-Hisg

Der Nachweis der enzymatischen Aktivitit von EcMenE-His wurde mittels des Malachitgriin-

Tests (Abbildung 306) erbracht:

Die von MenE katalysierte Reaktion setzt OSB zu OSB-CoA unter Verbrauch von ATP um,
ATP wird hierbei zu AMP und Pyrophosphat (PP;) umgewandelt. Durch zusitzliche Zugabe
von Pyrophosphatase entstehen so pro verbrauchtem Mol ATP zwei Mol Phosphat, die durch
den Malachitgriin-Test quantitativ erfasst werden kénnen. Hierbei wurde die eine Fraktion mit

dem Substrat (OSB) versetzt, bei der anderen fehlte dieser Zusatz.

Wie aus dem Graphen des Aktivititstest (Abbildung 306; linke Seite) sowie der 96-Loch-Platte
zu entnehmen (Abbildung 36, rechte Seite), fand in Gegenwart des Substrats ein
ATP-Verbrauch bzw. fand die Produktion von Phosphat statt. Hierbei wurde ab einer
Enzymmenge von 12.5uM ein Plateau erreicht. Ohne den Zusatz von OSB erfolgte

augenscheinlich keine Reaktion, da kein freies Phosphat detektiert werden konnte.
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Abbildung 36
Malachitgriin-Test in 96-Loch Platte fiir verschiedene Kongentrationen von EcMenE-Hisg

+: 60 uM OSB zugeserzt; -: kein OSB gugesetzt; B: Blank
links: graphische Auswertung des Aktivititstests; Abszisse: Engym-Konzentration; Ordinate: Absorption

blan: 60 uM Substrat (OSB) zugesetzt; organe: kein Substrat zugestext

EcMenE-Hiss konnte somit erfolgreich produziert und isoliert werden und zeigte

Enzymaktivitit. Es konnte daher fir den gekoppelten Test als Hilfsenzym eingesetzt werden.

Die Reinigung von His¢-EcMenE (Variante 3) erfolgte entsprechend zur EcMenE-Hisg
(Variante 2) mittels Nickel-Affinititschromatographie. Wie aus Abbildung 37 zu entnehmen,
wurde zur besseren Uberwachung und gegebenenfalls Anpassung der Reinigung ein
Chromatographie-System (AKTAprime plus) verwendet. Wie vom Chromatogramm offenbart,
eluierte im Zuge des Gradienten lediglich ein Ausschlag. Die betreffenden Fraktionen wurden
sodann mittels SDS-PAGE analysiert, aufgrund ihrer hohen Reinheit zusammengefthrt und

nach Austausch des Puffers (PD-10 Saule) unter Verwendung einer Zentrifugen-Filtereinheit

aufkonzentriert.
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Abbildung 37

Reznignng von Hiss-EcMenE mittels Affinidtschromatographie; HisTrap FE Sml

links: Chromatogrammy; Abszisse: Volumen; Ordinate: Absorption; blan: Absorption; rot: Leitfihigkeit; griin: Gradient Puffer By
rechts: Gel der SDS-PAGE: L: Lysat; P: Pellet; M: Marker; Zabl: Fraktion

Das so erhaltene Enzym konnte daraufthin mittels des Malachitgriin-Assays auf seine Aktivitit
tberprift werden (Abbildung 38). Wie der Abbildung zu entnehmen ist, zeigte das Enzym
Aktivitit und erreichte ab einer Konzentration von 2,3 * 10~' uM ein Plateau. Mittels Eichgrade
war es moglich, die gemessenen Werte der Absorption bei 620 nm in uM Phosphat
umzurechnen. Wie der Tabelle zu entnehmen ist, korrespondiert der Absorptionswert des
Plateaus zu einer PO,-Konzentration von ~120 uM. Da pro umgesetzten Mol Substrat
zwei Mol POy freigesetzt werden, entspricht dies 60 pM OSB (0,3 nmol), der vollen Menge an

eingesetztem Substrat. Das Substrat wurde somit innerhalb von 5 min komplett umgesetzt.
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Aktivitdtstest His;-EcMenE
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le

0,7 UM Enzym + 5 + -
2.050 0.755 0.000 132.000 -0.66/
06 0.683 0.737 0.002 128.000 -0.401
0.228 0.674 0.002 114.000 -0.400
'g 05 0.076 0.447 0.002 70.200 -0.401
2 0.025 0.153 0.003 21.900 -0.25
% 5 0.008 0.031 0.005 3.760 0.02!
g 0.003 0.006 0.004 0.100 -0.11
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Abbildung 38

Malachit-Griin-Assay fiir Hiss-EcMenE mit korrenspondierender Phosphat-Bilanzierung mittels Ezchgrade

Der Malachit-Griin-Assay wurde mit Konzentrationen an Hisg-EcMenE zwischen 3x107- 2,05 uM durchgefiibrt.
linfks: graphische Auswertung Aktivititstest: Abszisse: Engym-Konzentration; Ordinate: Absorption;

rechts: Phosphat-Bilanziernng

Basierend auf diesen Ergebnissen konnte His¢-EcMenE (Variante 3) ebenfalls als Hilfsenzym
fir den gekoppelten Enzym-Assay genutzt werden. Der Vergleich der Varianten 3 und 2
(Affinititstag N- bzw. C-terminal) offenbart weiterhin, dass die Form mit N-terminalem Tag
eine deutlich hohere Aktivitit aufweist, da das Plateau schon bei einer Konzentration von

0,23 uM im Gegensatz zu 12,5 uM erreicht wird.

Auf Grund der vereinfachten Reinigung sowie der Aktivitit der Versionen mit
Hexahistidin-Sequenz (Varianten 2 und 3) wurden die Versuche mit Variante 1 (kein

Affinitats-Tag) aus zeitlichen Griinden nicht weiter verfolgt.

VI.1.2.7. Vortest zum Aufbau der Enzymkinetik mittels EcMenE-EcMenB

Zur Auslotung der grundsitzlichen Durchfithrbarkeit des Assays unter den beschrieben
Bedingungen wurde als Vortest die in der Literatur schon beschriebene gekoppelte Reaktion
der aus E. co/i stammenden Enzyme aufgesetzt (Bedingungen: Tabelle 9 [nach (Li et al. 2011b;
Jiang, Chen, Guo & Guo 2010)]). Die Konzentration der Substrate ATP und CoA wurde stets

doppelt so hoch wie die von OSB gehalten, um einzig OSB als limitierenden Faktor zu haben.
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Tabelle 9
Reaktionsbedingungen des gekoppelten Enzymassays von EcMenEE und EcMenB [nach (Li et al. 2011b; Jiang, Chen, Guo & Guo 2010)

Puffer 100 mM NaPi pH 7; 150 mM NaCl; 1 mM MgClyy 10 mM HNaCOj5
Substrate | 120 uM ATP; 120 uM CoA; 60 uM OSB

Durch den Malachitgriin-Test war belegt, dass EcMenE (Varianten 2 und 3) Aktivitit aufweist.
Somit wurde der Test mit EcMenE-Hiss (Variante 2) und EcMenB (im Verhiltnis von
mindestens 5:1; Verhinderung von Substratlimitierung durch erstes Enzym) angesetzt und tber
24 min laufen gelassen. Hierbei wurde die Produktbildung bei einer Wellenlinge von 392 nm
detektiert, dem in der Literatur beschriebenen Absorptionsmaximum von DHNA-CoA. Da in

der Literatur ein Verschieben des
Gekoppelte Reaktion

[EcMenE-His, - EcMenB] Absorptionsmaximums des Produkts in
c 01 Gegenwart der Enzyme berichtet wurde,
S
B erfolgten  die  Messungen  fir  einen
o
é ...... Wellenlingenbereich von 300 — 450 nm, um
0. TSP , ‘ . _
300 350 400 450 etwaige Abweichungen zu detektieren und den
Wellenlinge [nm] Test dahingehend anpassen zu kénnen (Chen
etal. 2011).
t=0 min  ceeceeees t =24 min

Abbildung 39 zeigt das Absorptionsverhalten
Abbildung 39

Test anf Anderung im Absorptionsspektrum (300 — 450 nm) des Reaktionsansatzes uber die \X/eﬂenlénge
dnreh Produktbildung durch gekoppelte Reaktion von EcMenl=- ’
Hiss und EcMenB fur zwei Zeitpunkte. Hierbei stellt die griine

Linie den Startzeitpunkt ( t = O min ) dar, die rote unterbrochene Linie markiert den
Endzeitpunkt (t = 24 min). Wie der Abbildung zu entnehmen ist, erfolgte keine

Absorptionsinderung innerhalb dieser Zeitspanne; es wurde folglich kein Produkt gebildet.

Zur Ermittlung des Grundes fiir das Ausbleiben der Reaktion wurden die enzymatischen

Schritte erneut einzeln betrachtet.

Um die Aktivitit von EcMenB tberprifen zu kénnen, bedarf es des Substrats OSB-CoA, das
durch die Reaktion von EcMenE produziert wird. Die Aktivitit von EcMenE-Hiss war durch
den Verbrauch von ATP in Gegenwart des Substrats OSB soweit validiert. Jedoch kann mit
diesem Testverfahren keine Aussage uber das tatsichliche Vorhandensein des
Intermediats/Produkts der MenE-Reaktion getroffen werden. Weiterhin ist durch die Literatur
beschrieben, dass OSB-CoA instabil ist und zur Bildung des Laktons neigt, das nicht als Substrat

der MenB-Reaktion dient.
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Zur besseren Uberwachung der Reaktion und Detektion neuer Reaktanten wurde eine
HPLC-Analyse durchgefithrt. Hierfiir wurden zuerst alle verfiigbaren und plausiblen
Reaktanten (ATP, AMP, ADP, CoA und OSB) einzeln aufgetragen, um die jeweilige
Retentionszeit als auch die Fliche unterhalb der Kurve fiir eine definierte Konzentration zu
ermitteln. Die Detektion erfolgte bei 258 nm, um den Verbrauch der Substrate darstellen zu

konnen, ebenfalls sollte der CoA-Anteil des OSB-CoA bei dieser Wellenlinge darzustellen sein.

Darauthin erfolgte das Auftragen der Reaktion.
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Abbildung 40
HPLC-Analyse der gekoppelten Reaktion von EcMenlE-Hiss und EcMenB

Abszisse: Zeit in Minuten; Ordinate: Absorption in mAU (tansendstel Absorptionseinheiten)s

Die gekoppelte Reaktion wurde fiir 30 min bei 25°C inkubiert und nach Entfernen der Engyme mittels HPLC in Reaktanten und Produkte
anfgeschliisselt. Der Vergleich der Ansgangssituation (t = 0 min) mit dem Endpunkt (t = 30 min) offenbart Andernngen in der
Konzentration von ATP (Verbranch) und AMP (Bildung) sowie leichte Anderungen im Bereich des OS Bs. Die Kongentration von CoA
bleibt hingegen unverandert. Weiterhin kann kein Auftreten einer weiteren Fraktion bei anderer Retentionszeit beobachtet werden.

In Abbildung 40 sind die Profile der HPL.C-Laufe zum Startzeitpunkt der Reaktion (t = 0 min)

sowie nach 30 Minuten (t = 30 min) dargestellt.

Im Anfangszustand (Abbildung 40, oben) sieht man einen deutlichen Ausschlag von ~600 mAU

(mAU: Absorption in tausendstel Absorptionseinheiten) nach 2.6 min der ATP zugeordnet
werden kann. OSB folgt bei 5.7 min (~ 170 mAU) sowie CoA bei 8.8 min (~ 480 mAU).

Ebenfalls ist ein kleinerer Ausschlag fir AMP (~120 mAU) zu erkennen, dies mag dem

Umstand geschuldet sein, dass zwischen Zugabe der Enzyme und Abstoppen der Reaktion

einige Sekunden vergingen.
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Beim Vergleich des Anfangszustands mit dem Zustand nach 30 min (Abbildung 40, unten)
resultiert eine klare Anderung im Bereich von ATP und AMP. Wihrend die Hohe des
Ausschlags bei ATP von 600 mAU auf 120 mAU reduziert ist, steigt die Absorption bei der
Retentionszeit von AMP von 120 mAU auf ~600 mAU. Eine Umwandlung von ATP zu AMP
kann somit angenommen werden. Bei Betrachtung des dem OSB zugeordneten Ausschlags lasst
sich eine Abnahme von 170 mAU auf 80 mAU beobachten. Im Gegenteil hierzu erscheint CoA
unverindert (gleichbleibend hoher Ausschlag bei 480 mAU). Weiterhin kommt es wider
Erwarten zu keinem Auftauchen neuer Ausschlige (DHNA-CoA oder OSB-CoA). Weder
Produkt noch Intermediat sind nachweisbar. Auch die Flichenintegrale unterhalb der Kurve
belegen diese Ergebnisse; ATP wird verbraucht, AMP entsteht, die Konzentration von OSB

indert sich, jedoch im Fall von CoA kommt es zu keinerlei Anderung.

Tabelle 10
Stoffmenge der Reaktanten in Ansatz basierend anf Fliche unterbalb der Kurve
Reaktant t=0 t=15 t =30
nMol nMol nMol
ATP 13.7
AMP 2.2 9.5 10.8
OSB 9.9 4.7 4.9
CoA 12.3 12.2 12.6

Das Wissen tber den Ablauf der enzymatischen Reaktion (Abbildung 10) legt eine
Interpretation dieser Ergebnisse nahe: Das Intermediat OSB-CoA reagiert unmittelbar nach
seinem Entstehen zum Spirodilacton weiter, womit kein Substrat fiir die folgende Reaktion zur
Verfigung steht. Die Griinde hierfiir sind vielseitig: Schon geringfiigige Abweichungen vom
idealen neutralen pH-Wert zum sauren oder basischen Bereich beglinstigen eine Lactonisierung.
Diese kann au3erdem durch eines der Proteine (EcMenE, EcMenB) beziehungsweise den Hise-

Tags gefordert werden.

Zur Uberpriifung eines etwaigen Einflusses der Position des Hexahistidin-Tags auf die
Reaktion, wurde der Ansatz (anstelle von Variante 2) mit Hise-EcMenE (Hiss-Tag, N-terminal;

Variante 3) wiederholt (Bedingungen: Tabelle 9).
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Nochmals wurde der Wellenlingenbereich von 300 — 450 nm untersucht, um etwaige

Abweichungen vom Literaturwert des Absorptionsmaximums (392 nm) detektieren zu kénnen.

Gekoppelte Reaktion
[Hisg-EcmenE - EcMenB]

0.1
< 0.08
2
-§_ 0.06
2 0.04 .
o s
< 0.02 T — S
0
300 350 400 450
Wellenldnge [nm]
—t=0 t=6 min
t=12 min t=18 min

Abbildung 41

Spektrogramm der gekoppelten Reaktion Hiss-EcMenE und EcMenB
(Spektrum von 300 — 450 nm);

Im Zuge der Reaktion von Hiss-EcMenE und EcMenB kommt es zum
Auftreten einer Anderum im Absorptionsspektrum zwischen 340 und 430 nm.
Die Absorption nimmt in Lanf der Zeit 3.

Das resultierende Spektrogramm ist in
Abbildung 41 dargestellt. Wie der
Abbildung zu entnehmen ist, kommt es
bei den verschiedenen Zeitpunkten, im
Bereich 338 — 430 nm, zu einer
Anderung der Absorption, die ihr
Maximum im Bereich von 390 nm
findet. Mit zunehmender Zeit erhéht
sich der Absorptionswert, es kommt zur
zunehmenden Bildung eines Produkts
im kennzeichnenden
Wellenlingenbereich von DHNA-CoA.
Ein N-terminaler His¢-Tag an EcMenE
behindert somit die Reaktion nicht. Auf

Grundlage dieses Resultats wurde fur

die weiteren Versuche nur noch Hiss-EcMenE (Variante 3) als Hilfsenzym eingesetzt.

Die Variante ohne jegliche zusitzlichen Sequenzen (Variante 1 als Hilfsenzym) wurde ebenfalls

getestet und fihrte in der gekoppelten Reaktion mit MenB zur Produktbildung. Es konnten

iedoch keine sichtlichen Vorteile fur die ,,ungetagote” Variante gefunden werden, weiterhin wies
] »UNgetagy g >

Variante 1 eine geringere Reinheit auf, was die Bestimmung der Konzentration des eingesetzten

Enzyms zusitzlich erschwerte. Daher fiel die Entscheidung zugunsten des besser verfiigbaren

Enzyms Hiss-EcMenE (Variante 3).

Mit dem nun vorliegenden Beweis der grundsitzlichen Durchfithrbarkeit des Enzym-Tests

richteten sich die folgenden Versuche nur noch auf das eigentliche pflanzliche Zielprotein

DHNS, da EcMenB und dessen Inhibition durch MOCB-CoA schon literaturbekannt sind.
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VI.1.2.8. Aufnahme der Enzymkinetik von EcMenE-DHNS

Zur Aufnahme der Enzymkinetik wurden Hise-EcMenE und DHNS in einem Verhiltnis von
5:1 (20 uM : 4 uM) verwendet (Reaktionsbedingungen: Tabelle 9) . In dieser Konstellation
wurde die Reaktionsgeschwindigkeit mittels der Produktbildungsrate (Anderung der
Absorption bei 392 nm) bei variierenden Substratkonzentrationen (OSB) gemessen. Hierbei
wurde ausschlieBlich die lineare Phase/Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion verwendet, da in
diesem Zustand keine Substratlimitierung bzw. Produktinhibierung vorliegt. Es handelt sich um
eine Reaktion erster Ordnung (die Reaktionsgeschwindigkeit ist proportional zur Konzentration
des Enzym-Substrat-Komplexes). Eine graphische Auftragung dieser Daten findet sich
beispielhaft fiir je eine Substratkonzentration in Abbildung 42; zur Charakterisierung der

Kinetik erfolgte die Messung in Triplets (Daten im Anhang).

Absorptionsanderung im Zeitverlauf Ausschnitt initiale Reaktion
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Abbildung 42

Anderung der Absorption bei 392 nm im Verlauf der Zeit sowie bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen;

Ziffer: Substratkonzentration (5 uM; 10 uM; 30 uMy 60 uM; 120 uM; 200 uM); Buchstabe: Reibe A von C (Durchfiibrung in Triplets)
Abszisse: Zeit; Ordinate: Absorption

Die gekaoppelte Reaktion von Hisg-EcMenE nnd DHINS wurde fiir 493 Sekunden unter stetiger Messung des Absorption bei 392 nm
durchgefiibrt, bierbei wurden sechs Substratkonzentrationen in Triplets verwendet. Um lediglich die initiale Reaktion u detektieren erfolgte die
Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeit maximal iiber die ersten 51 Sekunden um ein lineares Verbalten zur Grundlage zu haben.

Wie aus der Auftragung zu entnehmen ist, flacht die durch die Steigung der Kurve illustrierte
Reaktionsgeschwindigkeit nach 60 Sekunden ab (Abbildung 42; links). Die Ermittlung der
Geschwindigkeit der initialen Reaktion erfolgte jeweils einzeln pro Substratkonzentration und

umfasste maximal eine Zeitspanne von 51 Sekunden (Abbildung 42; rechts).

Mittels des Lambert-Beer’schen Gesetzes (Formel 1) ist es moglich, die Absorptionsinderung

in eine Konzentrationsinderung des Produkts umzuwandeln.

Ey=¢*xcx*d 1)

mit:d =1 cm; DHNA — CoA =4%103 Mol"tcm™?

€392nm
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Die folgenden Abbildungen (Abbildung 43,Abbildung 44) zeigen zwei unterschiedliche

Auftragungen der so erhaltenen Daten.

In Abbildung 43 ist eine direkt-lineare Enzymkinetik nach Michaelis-Menten zu sehen. Hierbei
beschreibt die Sattigungshyperbel die Umsatzgeschwindigkeit (v) als Funktion der

Substratkonzentration ([S]) mit der Formel (2).

p = Ymax * [S] @
° K +I[S]

Michaelis-Menten Kinetik
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Abbildung 43

Direkt-lineare Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit in Abhdngigkeit zur Substratkonzentration;

Beschreibung des V'erhdltnisses von Reaktionsgeschwindigkeit (initiale Reaktion) zur Substratkonzentration (Datenpunkte in
orange), mittels Michaelis-Menten Kinetik(blane Linie). Mit steigender Substratkonzentration nibert sich die
Reaktionsgeschwindigkeit ihren Maxcinum (v, rote Linie gestrichelt) asymptotisch an. Die Michaelis-Menten Konstante K, ist als
Substratkongentration bei V2 v, definiert, sie gibt somit die Kongentration an, bei der die Halfte des aktiven Enzgyms in einem
Engym-Substratkomplex gebunden ist (dargestellt durch rotes Dreieck).

Wie aus dieser Auftragung zu erkennen, steigt die Reaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit
von der Substratkonzentration an, wobei schon ab einer Substratkonzentration von 10 uM ein
Abflachen der Steigung zu beobachten ist. Ab einer OSB-Konzentration von 80 pM wird ein
Plateau erreicht, dass sich asymptotisch an die maximale Reaktionsgeschwindigkeit
(Vmax; dargestellt als rote gestrichelte Linie) annahert. Die Kinetik der gekoppelten Reaktion folgt

somit einem Michaelis-Menten Verhalten.

Die Ermittlung der enzymkinetischen Parameter (vm.: maximale Reaktionsgeschwindigkeit;

K. Michaelis-Menten Konstante [Substratkonzentration bei %2 vina]) kann entweder durch eine
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graphische Auswertung erfolgen oder mittels nichtlinearer Regressionsanalyse, Letzteres kam

mittels des R-Pakets ,drm* zur Anwendung (Skript Anhang).

Das Bestimmtheitsmal3 der resultierenden Funktion ergibt sich aus dem Quotienten von

erklarter Variation und Gesamtvariation (detaillierte Formeln siche Anhang).

N2
2 _ Z?=1(Xj ~7) _ erklarte Streuung 3)
Cyn 1(17,- _ 17)2 ~ Gesamtstreuung
=

mit: j: Substratkonzentration v;: Messwert; x;: durch Funktion prognostizierter Wert;

vU: Mittelwert der Messertwerte

Hieraus ergeben sich fiir diese Analyse die enzymkinetischen Parameter in Tabelle 11.

Tabelle 11
Engymkinetische Parameter von Hiss-EcMenE-DHNS' durch Regressionsanalyse anf Michaelis-Menten Kinetik

PARAMETER WERT

K., 9,77 uM

M
Vmax 5,79 x 10-2 12

S

1
Kear 1,45 + 1072~

S
Keat 1,48 x 1073 ———
K., s * uM
R? 0,86

Wie schon zuvor erwihnt, markiert die Michaelis-Menten Konstante diejenige
Substratkonzentration, bei der die Hilfte der Maximalgeschwindigkeit der enzymatischen
Reaktion erreicht ist; die Hilfte des aktiven Enzyms liegt bei dieser Konzentration in einem
Enzym-Substrat-Komplex vor. Folglich dient der K.,-Wert zur Charakterisierung der Affinitit
zwischen Enzym und Substrat; je niedriger dieser Wert ist, desto gréfer ist die Affinitit von

Enzym und Substrat.

Die Wechselzahl beziehungsweise die molekulare Aktivitit (ke.), steht fir die Anzahl an
Substratmolekiilen, die pro Sekunde in Produkt umgewandelt werden. Sie berechnet sich aus

der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit (Vi) und der Konzentration an eingesetztem Enzym

(Eq) durch Formel 4.
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gy = 2max )
Eo

Der Quotient aus ke, und Ko, beschreibt die katalytische Effizienz des Enzyms und setzt somit

die molekulare Aktivitit sowie die Affinitit von Enzym zu Substrat in Relation.

Alternativ zu diesem nichtlinearen Verfahren kann der Sachverhalt ebenso durch reziproke
Auftragung linearisiert werden. Wird, wie in Abbildung 44, das Invers der
Umsatzgeschwindigkeit gegen das Invers der Substratkonzentration aufgetragen, so spricht man

von der Lineweaver-Burk Auftragung, die durch die Formel 5 beschrieben wird.

Wie schon an der Formel zu erkennen, lassen sich hier die kritischen Parameter direkt an den

Schnittpunkten von Abszisse und Ordinate ablesen.

1 K, 1 1 5)

v Vmax [S] Vmax

80

70

60

50

40

[s/uMm]

30

20

1/Reaktionsgeschwindigkeit

5 AADS392nm

Vmax = 5:7 =107 S

K,, = 8,70 uM

-0,2 -0,15 -01 -0,05 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

0
1/ Substrat

Abbildung 44

Lineweaver-Burk Auftragung der Messwerte des uninhibierten Kinetik
gelbe Linie: Beriicksichtigung aller Messwerte; blane Linie: Beriicksichtigen der Messwerte bei 10 — 200 uM Substrat;
Durch doppelt reziproke Anftragnng der Messwerte ergibt sie die 1ineweaver-Burk Auftragung, bierbei stellen die Schnitipunkte mit

wird durch den Schnittpunkt mit der

Abszisse und Ordinate (rote Rauten) die Inversen der engymkinetischen Parameter dar.
max

. -1 - . . .
Ordinate, K—dmr/j den Schnitipunfkt mit der Abszisse definiert
m

Wie ans der Aufiragung 3u erkennen ergibt sich ans der reziproken Aufiragung eine starke Anfilligkeit fiir Anderungen durch
Ausreifser bei geringen Substratkonzentrationen
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Der Nachteil dieser Auftragung ist die Anfilligkeit gegentber Ausreilern bei geringen
Substratkonzentrationen. Wie durch die gelbe Linie in Abbildung 44 illustriert, fihrt die
Berticksichtigung des Messwerts bei 5 pM Substrat zu deutlich anderen Schnittpunkten mit
Abszisse und Ordinate, wobei der GroBteil der Messwerte nicht ideal von der Funktion
beschrieben wird. Vor dem Hintergrund einer gekoppelten Enzymreaktion muss die
Aussagekraft geringer Substratkonzentrationen kritisch hinterfragt werden, da durch das stark
limitierte Substrat der Einfluss des ersten enzymatischen Schritts auf die Kinetik des zweiten
Schritts maximiert wird. Erachtet man den Messwert dieser geringsten Konzentration als

Ausreiller, so lasst sich das Gros der Messwerte durch die resultierende Gerade beschreiben.

1

Der Schnittpunkt mit der Ordinate stellt den Wert dar, der Schnittpunkt mit der Abszisse

Umax

definiert ;—1 Somit ergeben sich folgende Parameter, die in Tabelle 12 zusammengefasst sind.

Das Bestimmtheitsmal3 der Funktion belduft sich lediglich auf ein R* von 0.34, da der Messwert

fiir 5 uM Substrat bei der Ausgleichsrechnung keine Beachtung fand.

Tabelle 12
Enzymkinetische Parameter, resultierend ans Lineweaver-Burk Auftragnng

PARAMETER WERT
K 8,7 uM
M
Vmax 5,70 1072 —
S
1
Kear 1,43 x 1072~
S
1
Kear 1,64 1073
K. s * uM
R? 0,34

Da die globale Ausgleichsrechnung (nicht-lineare Regressionsanalyse) insgesamt die Messwerte
mit einen hoheren Determinationskoeffizienten beschreibt, werden die so ermittelten Parameter

tir die folgenden Vergleiche verwendet.

Die beschriebene Kinetik wurde in Gegenwart von 0.2 % DMSO aufgenommen, um die
Konzentration des Losungsmittels fir alle Kinetiken konstant zu halten (Inhibitor wurde in
DMSO gel6st). Der Einfluss von DMSO auf die Reaktion lisst sich aus Abbildung 45 ersehen.

Die Abwesenheit vom DMSO fithrt zu einer geringeren maximalen Geschwindigkeit

86



(Vinax! 503 %1072 [%] ; graue Linie schraffiert) sowie einem erhéhten

Kn-Wert (28,98 [uM]; rotes Dreieck). DMSO scheint somit die Affinitit von Enzym und Substrat

und die Geschwindigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit zu erhéhen.

Auswirkung von DMSO auf Kinetik

0,07

Reaktionsgeschwindigkeit
[uM/s]

250

Substrat [uM]

Abbildung 45

Direkt-lineare Auftragnng der Reaktionsgeschwindigkeit in Abbangigkeit zur Substratkonzentration;
Grafische Darstellung der Auswirkungen von 0,2 % DMSO auf die Reaktionskinetik von DHNS

Der Vergleich, der ermittelten Kennzahlen fir DHNS (mit und ohne das Losungsmittel
DMSO) mit den in der Literatur beschriebenen Parametern des Analogons EcMenB, offenbart

einige Erkenntnisse (Tabelle 13).

Tabelle 13
Vergleich der engymbkinetischen Kennzahlen von DHINS' (mit und obne 0.2 % DMSO) mit EcMenB [ (Li et al. 2011b)]

Parameter DHNS DHNS EcMenB
(0.2 % DMSO) (Li et al. 2011b)
K,, 9,77 uM 28,98 uM 259 +3,3uM
Vmax 5,79 * 1072 ﬂ 5,03 x 1072 ﬂ NA
S S
1 1 1
Kear 1,45 % 1072 = 1,26 %+ 1072 = 6,2 +0,2x1072=
S S S
k 1 1
cat 1,48 x 1073 434 %107 2,4 +0,03%1073
K. s uM s uM s uM

EcMenB und DHNS weisen cine tbereinstimmende Affinitit gegeniiber ihrem Substrat

OSB-CoA auf (ausgedrickt durch den K,-Wert). Durch Zusetzen von 0.2 % DMSO wird diese
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Affinitit drastisch erhoht (Faktor ~ 3). Beztglich der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit
(Vimx) bewirkt der Zusatz des Losungsmittels nur eine geringe Anderung. Der Vergleich der
molekularen Aktivitit (ke..) von DHNS und EcMenB zeigt, dass das E. e/ Enzym bis zu
finfmal so viel Substrat pro Sekunde umsetzen kann wie das Analogon von A. thaliana. Die
Quotienten von ke und K, indes, dhneln sich, beim Vergleich von EcMenB und DHNS
(0.2 % DMSO), deren katalytische Effizienz ist somit ahnlich.

VI.1.2.9. Aufnahme der Inhibitionskinetik von MOCB im System EcMenE-DHNS

Da es sich laut Literatur bei MOCB um ein sogenanntes Prodrug handelt, war es zur Aufnahme
der Inhibitionskinetiken noétig den Inhibitor MOCB durch Addition von CoA an die
C-C-Doppelbindung zu aktivieren (Li et al. 2011c). Das Vorgehen orientierte sich hierbei an der
von Matarlo et al. beschriebenen Methodik und wurde von einem Kooperationspartner

(Dr. Jared Freeman) durchgefiithrt (Matarlo et al. 2016).

Cl Cl
(o] (o]
NS o~ /——— > o~
o HS-CoA o CoA
MOCB MOCB-CoA

(Methyl 4-Oxo-4-(4-Chlorophenyl)-2-butenoat)

Abbildung 46
Schematische Darstellung der Aktivierung von MOCB durch CoA

Die Inhibitionskinetik von DHNS in Gegenwart aufzeigender Konzentrationen des aktivierten
Inhibitors MOCB-CoA wurde iber einen Zeitraum von 8 min 13 sec aufgenommen.
Hierbei wurden erneut die Triplets der Substrat- und Inhibitor-Konzentrationen einzeln

gesichtet, um lediglich die lineare Phase der Reaktion zu beschreiben.

Die zugrundeliegenden Messwerte sowie die daraus ermittelten Werte fur die

Reaktionsgeschwindigkeit finden sich im Anhang,.
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Inhibition von DHNS

0,06

Reaktionsgeschwindigkeit

25

Substrat [pM]

® OuM & 250uM 500 uM 1000uM & 2000pM ——0pM —— 250 uM 500 uM 1000uM ——2000uM X Km

Abbildung 47
Direkte Anftragung der Messwerte der Inhibitionskinetiken sowie der jeweiligen Regressionsfunktionen
Abszisse: Substratkonzentration; Ordinate: Reaktionsgeschwindigkeit; geometrische Form: Messwert; Linie: Regressionsfuktion; Asterisk: K,

Abbildung 47 stellt die Ergebnisse der Inhibitonsversuche da. Hierbei illustrieren die
Datenpunkte die zugrundeliegenden Messwerte der Versuche, die Linien spiegeln die
Ergebnisse der auf ihnen fullenden Regressionsanalyse wider. Die Berechnung der
enzymkinetischen Parameter erfolgte mit Hilfe des Software-Programmes ,,Prism 8 (Fa.
Graphpad) durch nichtlineare Regressionsanalyse unter Berticksichtigung der gesamten Daten.
Hierdurch ergaben sich leichte Anderungen in Bezug auf K, und v, fir die ,,nicht-inhibierte*

Kinetik.

Wie der Abbildung (Abbildung 47) zu entnehmen ist, sinkt in Gegenwart des Inhibitors sowohl
die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vi) als auch die Bindungsaffinitit von Enzym zu
Substrat (der Wert fur K, nimmt zu (Asterisk in der Graphik)). Dieses Verhalten ist atypisch
fur die bekannten Inhibitionsmodi (Tabelle 14).

Man unterscheidet hierbei zwischen drei reversiblen Inhibitonsmodi:

e Kompetitiv: Inhibitor und Substrat konkurrieren um die aktive Tasche des (freien)
Enzyms; der Inhibitor blockiert die Bindungsstelle im aktiven Zentrum und kann mit
steigender Substratkonzentration verdringt werden. Da zum Erreichen der
halbmaximalen Reaktionsgeschwindigkeit mehr Substrat noétig ist, steigt K.

Demgegentiber bleibt v, nicht beeinflusst, da der Inhibitor verdringt werden kann.
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e Nicht-Kompetitiv: Inhibitor und Substrat konkurrieren nicht um die Bindestelle im

aktiven Zentrum. Der Inhibitor bindet das (freie) Enzym an andere Stelle und fihrt
dadurch zu einer strukturellen Anderung, die eine Substratbindung erschwert/
verhindert. Folglich verringert sich die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vinay), die
Affinitit (ausgedrickt durch Ky,) bleibt indes unbeeinflusst.

e Unkompetitiv: Der Inhibitor bindet den Enzym-Substrat-Komplex (nicht im aktiven
Zentrum) und fihrt hierbei zu einer Konformationsinderung, die es dem Substrat
beziehungsweise Produkt erschwert den Komplex zu verlassen. Somit wird die
Konzentration an verfliigharen Enzym-Substrat-Komplexen global verringert. Dies
fithrt einerseits zu einer Verminderung in vm. und andererseits zu einem geringeren

K.-Wert, da sich die Affinitit des Enzyms zum Substrat erhoht.

Tabelle 14
Ubersichtstabelle Modi der reversiblen Inbibition

Modus K, Unae Zur mathematischen Beschreibung dieser
Kompetitiv ‘ Erhoht Unverindert Ergebnisse  kann  daher  keine  der
Nicht-Kompetitiv ‘ Unverindert Verringert zweckbestimmten Gleichungen verwendet
Unkompetitiv ‘ verringert verringert werden. Stattdessen muss eine allgemeinere

Gleichung gewihlt werden, die durch
Einfihrung einer weiteren Variable () alle Modi der reversiblen Inhibition abdeckt

(Formel 6; (Copeland 2005)); man spricht hierbei von einer ,,Mixed-Model-Inhibition™.

Vmax * [S] ©)
K" + 5]

Vo =

. vmax
Mit: vy Pb = Vpay: apparent = —

1+ xaa

11
mit: K;'P = K,,,: apparent = K, * —[13
L+ pa

a gibt hierbei Informationen tUber den zugrundeliegenden Mechanismus der Inhibition an;
a spiegelt den Grad der durch den Inhibitor induzierten Affinititsinderung wider. Andert die
Bindung des Inhibitors nichts an der Affinitit von Enzym zu Inhibitor (@ =~ 1), handelt es sich
um eine nicht-kompetitive Inhibition. Induziert die Bindung des Inhibitors eine gréBere
Affinitit von Enzym zu Inhibitor (0 # @ < 1), so handelt es sich um eine unkompetitive

Inhibition. Ein grofler Wert fur @ (1 < a — o0)spiegelt somit eine Verringerung der
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Bindungsaffinitit wider; die Bindung des Inhibitors verhindert die Bindung des Substrats, es

liegt eine kompetitive Inhibition vor.

Die so ermittelten enzymkinetischen Parameter sind in Tabelle 15 zu finden. Es wurde eine
globale = Regressionsanalyse  durchgefiihrt, somit wurden die Messwerte jeder
Inhibitorkonzentration (0 uM — 200 uM) fiir die Ermittlung von Ko, Vm sowie @ und K

verwendet.

Tabelle 15
Engymkinetische Parameter der Reaktion (inhibiert und nicht inbibiert) nach Answertung durch Prism 8 unter 1 erwendung der Einstellung:
Mixed-Model-Inhibition

PARAMETER WERT
K 9,6 UM
Vmax 5,76 « 10-2 M2
S
K; 154,3 uM
a 13,89
R? 0,98

Der Vergleich der enzymkinetischen Parameter (Tabelle 11, Tabelle 15) offenbart leichte
Abweichungen in den Werten von K, und v Diese sind damit zu erkldren, dass zum einen
zwel unterschiedliche Programmpakete fiir die Analysen verwendet wurden (Tabelle 11: ,drm°,
R; Tabelle 15: Prism8, GraphPad), zum anderen dadurch, dass in die Werte von Tabelle 15 eine
groBere Anzahl (26) von Datenpunkten Eingang hielten.

Die Werte fiir Ki und a beschreiben den Modus der Inhibition naher. K; stellt hierbei, analog

zu K., die Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes dar. Die Affinitit des

Enzyms zum Inhibitor ist somit umso grofier, je kleiner der Wert von K ist. K entspricht der

Inhibitor-Konzentration, bei der die apparente Michaelis-Menten-Konstante doppelt so grof3

ist wie die Michaelis-Menten-Konstante der ungehemmten Reaktion (Kp't = 2 Kp,),

beziehungsweise der Inhibitor-Konzentration, bei der die Maximalgeschwindigkeit der
app _

gehemmten Reaktion halb so groB3 ist wie die der ungehemmten (2 Viay = Vmax)-

Unter Berticksichtigung von a kann bei der Inhibition durch MOCB-CoA von einer
hauptsichlich kompetitiven Inhibition ausgegangen werden. « ist mit einem Wert von 13,89

deutlich gréBer als 1, somit tendiert der Mechanismus der Inhibition in Richtung der
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kompetitiven Hemmung. Diese Annahme wird ebenfalls durch die Lineweaver-Burk-

Auftragung der Inhibitionskinetik gestiitzt.

Die Trendlinien schneiden die Otrdinate an fast ubereinstimmender Stelle, somit ist V., der

Reaktionen ahnlich.

Der errechnete Ki-Wert (154,3 uM) charakterisiert MOCB-CoA fur DHNS als relativ
schwachen Inhibitor. Weiterhin war die komplette Unterbindung der enzymatischen Reaktion
durch ausreichende Gabe des Inhibitors nicht moglich. Selbst bei einer Wirkstoffkonzentration
von 2.000 uM (2 mM) konnte enzymatische Aktivitit festgestellt werden. Infolgedessen war es

nicht méglich, den ICs-Wert (halbmaximale inhibitorische Konzentration) zu ermitteln.

Inhibitionskinetik in Lineweaver-Burk Auftragung

1/ Reaktionsgeschwindigkeit
[s/uM]

ono -

1/Substrat [1/pM]

® OyM @ 250uM @ S500uM @ 1000uM @  2000uM lin(0 uMm) (250 ) eeeeees lin{500 M) in(1000 uM) in(2000 uM)

Abbildung 48

Inhibitionskinetife in Lineweaver-Burk Auftragnng

Die Trendlinien der Messwerte schneiden die Ordinate bei 21 * 3, wahrend die Schnittpunkte mit der Abszisse weiter gestrent sind.
Dieser Kurvenverlauf gleicht, dem fiir einen kompetitiven Inhibitor erwarteten 1 erlauf.

&

Fiir das Berechnen der Trendlinien wurden, wie schon znvor bei der ungebemmiten Reaktion, die geringste Substratkonzentrationen nicht
beachtet.

Als Schlussfolgerung kann, auf Grundlage dieser Ergebnisse MOCB-CoA dennoch als Inhibitor
der von DHNS katalysierten Reaktion identifiziert werden. Weiterhin lieferten die
mathematische Beschreibung mittels Regressionsanalyse sowie die Lineweaver-Burk
Auftragung Indizien, die eine hauptsichlich kompetitive Inhibition als den wahrscheinlichsten
Mechanismus nahelegen. Dieser Befund erscheint vor dem Hintergrund der strukturellen

Ahnlichkeit von Substrat (OSB-CoA) und Inhibitor (MOCB-CoA) plausibel, da kompetitive
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Inhibitoren oftmals strukturelle Analoga zum eigentlichen Substrat darstellen und somit als

alternatives Substrat fungieren kénnen.

VL1.3 Genetische Validierung — Uberexpression und Knockdown

Einen weiteren essenziellen Baustein der Validierung stellt die genetische Validierung dar.

Hierbei wurden vier verschiedene Konstrukte erstellt, deren Zweck es ist, den Einfluss einer

Uberexpression oder eines Herunterregulierens des

Gesamtorganismus zu ergriinden.

VI.1.3.1. Uberexpressionslinie fiir DHNS (At1g60550)

betreffenden Gens auf den

In einem ersten Schritt wurde die fiir das Protein codierende Sequenz von DHNS (At1g60550)

aus cDNA mittels PCR gewonnen.

Darauthin erstellte man mittels Golden-Gate-Cloning eine Uberexpressionslinie (OX), die die

codierende Sequenz in Volllinge innerhalb einer Ubiquitin-10 Promoter-Kassette aufweist.

W _ M 12 3 4 5 X M_X \"

X

i ~ ‘ammn
8 » ‘ubmmus

o990 of

°
S
O of

-

oo
S

[y

ounol® N

0.2 0.3
0.1 0.2
0.1

Abbildung 49

Agarose-Gel der PCR zur Selektion der Uberexpressionslinie;

Grifse erwartetes PCR-Fragment: 795 bp [in Kanamycin-Resistenz); W: Wildtyp;
Nummer: Transformante; 1 1V ektor (Positivkontrolle); M: Marker (Banden in kbp)

Nach Transformation von
Pflanzen mittels
Floral-Dipping  Verfahren
wurden die resultierenden
Samen auf zuckerfreiem
2 MS-Medium

(8 g/1 Phytoblend)

+ 50 uM Kanamycin
ausgelegt und selektiert. Die
so selektierten, resistenten
Pflanzen wurden weiterhin
mittels PCR auf die jeweilige
gDNS (genomische DNS)

einer Uberpriifung der Insertion der Expressions-Kassette in das Genom unterzogen

(Abbildung 49). Wie dem Agarose-Gel zu entnehmen, konnte fiir jede der funf selektierten

Pflanzen die Kanamycin-Resistenz in der gDNS nachgewiesen werden.
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Diese Pflanzen, die die T1-Generation darstellen, wurden auf Erde Uberfihrt, um so die Samen

fir die nichste Generation [T2-Generation] zu erhalten.

Fir die folgenden Versuche wurden nur die Samen einer T>-Pflanze verwendet. Um diese besser
zu charakterisieren und die Moglichkeit multipler Insertionen des Konstrukts zu ergriinden,
erfolgte ein weiterer Selektionsversuch gegen Kanamycin. Das Ergebnis dieser Selektion ist in
Abbildung 50 abgebildet. Pro Genotyp (Wildtyp und Uberexpressionslinie) wurden 40 Samen
ausgelegt. Wie der Abbildung zu entnehmen ist, lief nur eine einzige Pflanze im Bereich des
Wildtyps auf (linke Hilfte). Im Gegensatz dazu sind bei der Uberexpressionslinie fiir 25 der 40
Samen Sprosslinge zu sehen (rechte Hilfte). Dies deutet darauf hin, dass fir diese Linie nur
einfache Insertionen stattgefunden haben sollten, da das Verhiltnis 25/15 (iibetlebend/tot)
gegen das angenommene Spaltungsverhiltnis von 3/1 tendiert. Daraus konnte — spekulativ —
weiterhin abgeleitet werden, dass es sich bei der Halfte der Samen um Heterozygote handelt
und in einem Viertel der Samen die Insertion im homozygoten Genotyp vorliegen sollte (das

verbleibende Viertel ist somit homozygot ,,Wildtyp®).

Die Samen der so charakterisierten

Wildtyp Uberexpressionslinie

Tr-Linie dienten daraufhin  fr
Kultivierungsversuche in Gegenwart
des Inhibitors MOCB, in
verschiedenen Konzentrationen.
Hierbei zeigten sich bei 20 uM MOCB
erkennbare Unterschiede zwischen
Wildtyp und Uberexpressionslinie.
Bei anderen Konzentrationen (10 uM,
30 uM, 40 uM, 50 uM) konnten keine
phanotypischen Unterschiede
zwischen Uberexpressionlinie und

Wildtyp identifiziert werden.

Abbildung 50
Selektionsversuch zur besseren Charakterisiernng des Spaltungsverbaltens der 1 -

Generation; Selektion iiber 50 uM Kanamycin; 40 Samen pro Genotyp Die in Abbil dung 51 da roes tellten

Pflanzen zeigen auf den Kontrollplatten (0 uM MOCB) fiir Wildtyp und Uberexpressionslinie
einen tbereinstimmenden Phinotyp mit klarer Griinfiarbung, einer Linge der Primirwurzen

von 5,6 cm und acht entfalteten Blittern.

In Gegenwart des Inhibitors dnderte sich der Phinotyp der Wildtyp-Pflanzen, in

Ubereinstimmung mit den zuvor erwihnten Ergebnissen des Versuchsteils #-vivo Aktivitit. Die
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Pflanzen weisen einen gelblicheren Farbton auf, und das Gesamtwachstum ist eingeschrinkt

(Wurzellinge bei ~ 4 cm; sechs entfaltete Blitter).

Auf der Platte der Uberexpressionslinie weisen drei der gekeimten Pflanzen einen zum Wildtyp
ahnlichen Phinotyp auf. Im Gegensatz hierzu weisen die zwei markierten Pflanzen (gelber
Stern) einen deutlich griineren Farbton und eine fortgeschrittenere Entwicklung auf. Diese
Pflanzen scheinen eine erhohte Toleranz gegeniiber dem Inhibitor aufzuweisen. Wie schon im
Selektionsversuch (Abbildung 50) zuvor, zeigten die Pflanzen einen segregierenden Phanotyp
(Abbildung 51; 1. rechts), der mit dem erwarteten segregierenden Genotyp einer T>-Generation
tbereinstimmt. Es liegt somit nahe, dass in den zwei markierten Pflanzen die Insertion im

homozygoten Genotyp vorliegt.

Wildtyp Uberexpressionslinie (OX)

Kontrolle 20 yM MOCB Kontrolle 20 ypM MOCB

Abbildung 51

Arabidopsispflanzen (Wildtyp und Uberexpressionslinie [Generation T2]) in Préisens von 20 uM MOCB

PAlanzen wurden 14 Tage auf /2 MS-Medium in Schrigplatten kultiviert. Der Inhibitor wurde in DMSO gelist; die DMSO-Kongentration
wutrde konstant (0,1%) gebalten

Aus diesem Ergebnis ldsst sich schlussfolgern, dass eine Uberexpression des Proteins DHNS

die Toleranz gegeniiber dem Inhibitor MOCB erhoht.

Die solchermaBlen auf mehreren Platten selektierten Pflanzen (analog zu den markierten
Pflanzen aus Abbildung 51) wurden nach Abschluss des Versuchs auf Erde gesetzt, um die

vermutete homozygote Ts-Generation zu erhalten.
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VI.1.3.2. Knockdown fur DHNS (At1g60550) mittels RNSi-Effekt

—~

() i iden des RS- Fir das Herunterregulieren von

3/7/ —I in uzl;;t:;lsetllllege-

& X
& Pl \"*'“’ DHNS (At1g60550) wurde der

L e : . . .
. ’ RNSi-Effekt genutzt, hierbei
ShRNS . e Prevrrrrrrir (. RISC RISC
SiRNS mit Leitstrang

handelt es sich um eine

& iRNS/mRNS- . ..
S msc el spezifische Inaktivierung von

zersemiene . MRINS, auch RNS-Interferenz

MRNS

$ genannt.  Grundlage dieses
mRNS ist zerschnitten,
kein Protein kann synthetisiert werden 1 1
! Effekts sind kleine RNS-

Abbildung 52 Fragmente mit einer Linge

Schematischer Ablauf der durch RINS-Interferenz, vermittelten Gen-Stilllegung [nach (Fire

et al. 1998; Majumdar, Rajasekaran & Cary 2017)] zwischen 20 — 28 Nukleotiden,
shRINS': doppelstringige RINS' in Haarnadelstruktnr; DICER: RINase die furze dsRNS . .

erzengt; sSiRINS': kurze interferierende RINS; AGO: Argonauntprotein; die durch Blndung an den
RISC: RNS-indugierter Stilllege-Komplex (AGO, weitere Proteine nnd s:RINS); . .

RdRp: RNS-abhingige RINS-Polymerase Rlboprotem—Komp lex RISC

(RNS-induzierter
Stilllege-Komplex; eng. RNA induced silencing complex) zam Zerschneiden von mRNS mit
komplementiren Sequenzen fithren. Man spricht hierbei von siRNS (eng. short interfering, kurze
interferierende RNS) die als Leitstrang des Prozesses dienen. Zum Erreichen der Interferenz
werden fir die betreffende mRNS in der Zelle passgenaue doppelstringige RNS (dsRNS)
erzeugt. Diese dsRNS konnen hierbei in verschiedenen Strukturformen vorliegen, eine der
hiufigsten Varianten ist die sogenannte Haarnadelstruktur (shRNS; short bairpin), bei der der
Vortldufer der siRNS Sequenz (sense und antisense) innerhalb eines Transkripts, durch ein Intron
getrennt, vorliegt. Bei der Transkription lagern sich sense und antisense aneinander und formen
so die namensgebende Struktur. Die RNase Dicer erkennt diese dsRNS und zerschneidet sie,
wobei die siRNS entstehen. Der schematische Ablauf der Gen-Stilllegung durch den
RNSi-Effekt ist in Abbildung 52 dargestellt. Im Zuge der Stilllegung kommt es zu einem
weiteren Effekt, dem Auftreten sogenannter sekundirer siRNS, die aus den zerschnittenen
Fragmenten der mRNS durch RNS-abhingige RNS-Polymerasen (RdRp; eng. RIN.A-dependent

RNA polymerase) amplifiziert werden und somit den Effekt weitergehend steigern.

Da das Ausmal3 des induzierten Effekts stark von der verwendeten Sequenz fiir die shRNS

abhingig ist, wurden drei Konstrukte erstellt, deren Sequenzen (je ~300 bp) das Gros der
resultierenden mRNS fiir dhns (At1g60550) abdecken.
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Transformation und Selektion erfolgten nach demselben Prinzip und Ablauf, wie zuvor fir die
Uberexpressionslinie beschrieben. So wurden fiir jede der drei RNSi-Linien Pflanzen der

T1-Generation kultiviert um so Samen fur eine T»>-Generation zu erhalten.

Die Samen der T>-Generationen (die laut Spaltungsregel zur Hilfte heterozygot und zu je einem
Viertel homozygot transgen bzw. nicht-transgen vorliegen miissten) wurden fiir
Selektionsversuche in Gegenwart des Inhibitors MOCB verwendet. Laut Literatur sollte der
RNSi-Effekt nicht nur im homozygot transgenen, sondern auch im heterozygoten Genotyp

zum Tragen kommen (somit %4 der Samen betreffen).

Die Arbeitshypothese dieses Versuchs besagte, dass der RNSi-Effekt die transgenen Pflanzen
anfilliger/empfindlicher gegentiber dem Inhibitor macht, und sich somit phinotypische Effekte

schon bei geringeren Wirkstoffdosen einstellen.

Diese Selektionsversuche in Gegenwart von MOCB konnten jedoch keine klaren Effekte oder
Tendenzen im Sinne dieser Vermutung aufzeigen, denn RNSi-Linie und Wildtyp wiesen einen

Ubereinstimmenden Phanotyp auf.

Moglicherweise entsprach die Zusammensetzung der Samen nicht der erwarteten Verteilung
(V2 heterozygot : 4 homozygot transgen : "4 homozygot nicht-transgen), denn ein starker

RNSi-Effekt konnte bereits auf die Samenbildung Auswirkungen gehabt haben.

Um dies zu tUberprifen, wurde die Produktion des Samenpools wiederholt. Zur Analyse der
Samenverteilung innerhalb der Schoten wurden fiir jede Pflanze Schoten vor der Abreife

geerntet und fur eine mikroskopische Analyse entfirbt und durchsichtig gemacht.
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Wildtyp

RNSi1_C

RNSi 2_C

RNSi 3_A

Abbildung 53
Samenverteilung in Schoten von Arabidopsis thaliana, Wildtyp nnd RINSi-Linien

10X Vergrofierung an Durchlichtmikroskop; schwarzer Balken: 250 uM

Wie in Abbildung 53 zu erkennen, liegen die Samen innerhalb der Schote paarig in zwei Reihen
vor. Die beispielhafte Schote des Wildtyps zeigt hierbei den Normalzustand, jede mdgliche
Position wird von einem Samenkorn besetzt. Im Gegensatz hierzu sind innerhalb der Schoten
der Transformanten (RNSi-Linien) Leerstellen zu erkennen. Ausgehend von einer
gleichmiBigen Verteilung der Samen innerhalb der Schote (mit gleicher Gréf3e der Samen) kann
fir die Schoten der Linien RNSi 1 und RNSi 3 von jeweils 24 potentiellen Samen, bei Linie
RNSi 2 von 38 Samen ausgegangen werden. Demgegeniiber stehen acht (RNSi 1), zehn (RNSi
3) beziehungsweise neun (RNSi 2) Leerstellen innerhalb der Schoten. Die Transformation der

Pflanzen mit den RNSi-Konstrukten scheint daher die Samenbildung zu beeinflussen.

Tabelle 16 listet die Anzahl an Leerstellen sowie die potenzielle Samenanzahl auf und gibt ein
Verhiltnis von Leerstellen zur Gesamtanzahl an. Dieses Verhiltnis bewegt sich im Mittel
zwischen 21 und 34 %. In Anbetracht der Arbeitshypothese, dass der Prisenz eines
RNSi-Konstrukts die Bildung der Samen beziechungsweise deren Vitalitit beeinflussen kann,
deutet dieses Verhiltnis (ca. '/4) darauf hin, dass eine homozygote Insertion eventuell zum Abort

des Embryos fiihrt und die Samenbildung somit ausbleibt.
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Tabelle 16
Aunswertung Leerstellen in Schoten der RNSi-Linien

RNSi Samenanzahl

Linie Pflanze Leerstellen (potenzielll Verhdltnis

1 A 13 30 43.33%
B 5 30 16.67%
C 8 24 33.33%

2 A 5 30 16.67%
B 10 34 29.41%
C 9 38 23.68%
A 10 24 41.67%
B 4 34 11.76%
(@ 4 40 10.00%

VI1.1.4 In-silico Studie — Computergestiitztes Einflicen des Wirkstoffs

Homologie-Modell der DHNS

Neben den zuvor beschriebenen Schlisselelementen zur Validierung (inz-vivo, in-vitro und
genetisch) des Enzyms als potenzielles Ziel fur zukiinftige Herbizide, konnen weitere

Untersuchungen diese Validierung erginzen.

Bei dem hier verwendeten in-sifico-Ansatz wird in eine modellierte dreidimensionale Struktur des
Ziel-Enzyms der vermutete Inhibitor computergestitzt eingefiigt. Hierdurch kann ermittelt
werden, ob der Inhibitor auf Grund seiner raumlichen Anordnung mit dem Wirkort kompatibel

ist und ob dieser vom potenziellen Wirkort stabilisiert wird.

Die dreidimensionale  Struktur des Enzyms wurde auf Grundlage einer
Homologie-Modellierung mittels robetta, einer sequenzbasierten Proteinstruktur-Vorhersage
erstellt (Raman et al. 2009; Song et al. 2013). Hierfiir wurde die Aminosaurensequenz der DHNS
in das Programm eingelesen, das darauthin nach bekannten Strukturmotiven innerhalb der
Proteindatenbank suchte. Durch Sequenzhomologie wurde die bekannte Kristallstruktur von
EcMenB von robbetta eigenstindig ausgewihlt und als Grundlage der Modellierung verwendet.
Das so erzeugte Modell erreicht einen GDT-Wert von 0,82 (Abbildung 54, Abbildung 55,
Globaler Distanz Test; Ubereinstimmungsgrad zweier Proteinstrukturen; ,,Giite” des Models,
1: totale Ubereinstimmung, 0: keine Ubereinstimmung). Dieser Wert basiert auf der

Ubereinstimmung (total und partiell) der Aminosiuresequenzen von DHNS und EcMenB.
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Abbildung 54

Darstellung einer einzelnen Untereinheit des Homologie-Models von DHINS' (AS 53 - 337) basiend anf EcMenB (AS 5-285) (in Fluchtung
mit EcMenB)

griin: EcMenB (3t88.pdb); magenta: DHINS

Dieser hohe Ubereinstimmungsgrad ist auch visuell in Abbildung 54, der Darstellung je eines
Monomers von DHNS und EcMenB (in Fluchtung), zu erkennen. So lassen sich die
Sekundirstrukturmotive (x-Helix und -Faltblatt) nahezu ganzlich tiiberlagern und formen somit
insgesamt eine sehr dhnliche Tertidrstruktur. In Anbetracht dieser Ergebnisse lassen sich weitere
Vorhersagen auf die Homologie der Quartirstruktur von DHNS und EcMenB treffen
(Abbildung 55).

Wie schon zuvor durch die Aufreinigung von DHNS gezeigt (siche Abbildung 33), liegt das

Protein als Homohexamer vor. Zu diesem Ergebnis kommt auch dieses computergenerierte

Modell.
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Abbildung 55
Modelliertes Hexcamer der DHINS, basierend anf Sequenzhomologie wischen EcMenB (3188) und DHNS

Untereinheiten farblich unterscheidbar; grane Korona: modellierte Proteinoberfliche; Pleile: vertikale Symmertrieachse

(Lietal. 2011a)

Abbildung 55 zeigt das modellierte Homohexamer der DHNS sowie seine Oberfliche
(graulich-transparenter Hof). Wie aus der Abbildung ersichtlich, handelt es sich hierbei um ein
annihernd spiegelbildliches Dimer aus Trimeren (vertikale Symmetrieachse durch Pfeile
markiert), wobei die C-Termini der einzelnen Untereinheiten die Trimer-Trimer-Oberfliche

kreuzen, um als flexibler Teil im aktiven Zentrum des gegeniiberliegenden Trimers zu fungieren.

In dem folgenden Schritt wurde gepriift, ob sich der Inhibitor (MOCB-CoA) in eine der aktiven
Taschen des Enzyms einfiigen lisst, um so die Wirkstoff-Wirkort-Beziehung weitergehend zu

festigen.

Hierftr fanden neben der Darstellungssoftware ,,Pymol® ebenfalls die Programme ,,SeeSar*
und ,,Maestro“ Anwendung, mit denen es moglich war, den Wirkstoff, basierend auf einem in
der zuvor schon verwendeten Referenzstruktur (3t88; EcMenB) gebundenen Substrat, in die
aktive Tasche der DHNS einzufiigen und die Stabilisierung beziehungsweise Bindung

zahlenmilBig greifbar zu machen.
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Abbildung 56
Ausschnitt aus modellierter Hexcamer-Struknr der DHINS mit gebundenem Inbibitor MOCB-CoA (schwarz)

Untereinheiten farblich unterscheidbar; grane Korona: modellierte Proteinoberfliche

Die Abbildung 56 zeigt eine Nahaufnahme des DHNS-Hexamers mit gebundenem Inhibitor
MOCB-CoA. Die Ketten der A-Untereinheit (griin) und D-Untereinheit (gelb) formen hierbei
die aktive Tasche, in der der Inhibitor (schwarz) gebunden ist. Wie durch die transparent-graue
Oberfliche illustriert, ragt der Inhibitor mit dem MOCB-Anteil des Molekiils ins Innere des

Proteins, wihrend das Adenosin-3’phosphat an der Oberfliche des Proteins verbleibt.

Die Stabilisierung des Liganden in der aktiven Tasche erfolgt einerseits durch
Wechselwirkungen mit Aminosduren der Untereinheiten sowie durch hydrophobe Interaktion
mit dem Inneren des Proteins. Abbildung 57 illustriert die Stabilisierung von MOCB-CoA. Wie
der Abbildung zu entnehmen wechselwirken drei Tyrosin-Reste (180[A], 322 [D], 310 [D]) mit
dem Molekiil. Von diesen sind zwei Teil des C-Terminus der D-Untereinheit, wihrend der

verbleibende Rest zur A-Untereinheit gehort.

Insgesamt ergibt sich fiir das Docken des Inhibitors mittels der Glide-Methodik ein Wert
von -5,2 , hierbei wurden fir den einzuftiigenden Ligaden alle mdéglichen Orientierungen,
rdaumlichen Ausrichtungen sowie Positionierungen abgepriift (Friesner et al. 2004). Dieser
sogenannte ,,Glide-Score kann als Mal3zahl fiir die errechnete Stirke der Stabilisierung angesehen

werden und dient somit zur Beurteilung der Gilite der Bindung. Die Entwickler des hierfir
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verwendeten Programms (,,Maestro®; Fa. Schrodinger Inc) bezeichnen einen Wert von kleiner

-8 als Indikator fiir eine gute Bindung,.

Wie schon zuvor durch den in-vitro-Test aufgezeigt, handelt es sich bei MOCB-CoA um einen
schwachen Inhibitor. Dieses Ergebnis wird durch den hier ermittelten Wert von -5,2 weiterhin

gestutzt.

I

Arglidr) @°

Tyr 322 Gln 141 Arg 144

</
- L4
g . \ 4 » _
. 33 A
Ser 137
F Tyr 310

Tyr 181

Abbildung 57
Lokalisierung nnd Stabilisiernng von MOCB-CoA in aktiven Zentrum der DHINS' (Pymol und Ligplot)

Aminsosanren mit Position (Nummer sowie Untereinbeit); Hydrophile Wechsehvirkungen gekennzeichnet durch gestrichelte Linie;
hydrgphobe Wechselwirkungen als rote Korona

103



VII. Teil II: Identifikation des Wirkorts von Psoromsaure

Wie schon im Bereich IV. Zielsetzung beschrieben, galt es den Wirkort der Psoromsiure,

basierend auf einer Arbeitshypothese, einzugrenzen.

Zuerst wurde die Wirksamkeit iz-vir0, anhand von Anderungen des Phinotyps iiberpriift.
AnschlieBend  sollten etwaige Effekte auf den Prozess des Spleilens mittels

Transkriptom-Analyse bestimmt und abschlieBend durch RT-PCR validiert werden.

VII.1.1 Nachweis der pflanzlichen zn-vivo Aktividt von Psoromséure

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit von Psoromsiure im pflanzlichen System wurden A. thaliana

Pflanzen auf wirkstoffhaltigen /2 MS Schrigagar-Platten kultiviert.

Kontrolle 5uM

Abbildung 58

Arabidopsispflanzen in Présenz von Psoromsdure in verschiedenen Konzentrationen
Pflanzen wurden fiir 14 Tag anf /> MS-Medinm in Schragplatten kultiviert. Der Inhibitor war in DMSO gelost, die DMS O-Konzentration
(0.1 %) wurde konstant gehalten.

Die Pflanzen der Kontrollplatte weisen sechs entfaltete Blitter auf, die Wurzeln erreichen den
unteren Rand der Platte und wachsen an diesem Rand entlang (Linge ~ 7,5 cm) . Die Wurzeln

weisen zudem eine Vielzahl an Seitenwurzeln auf.

Mit steigender Wirkstoffkonzentration ergeben sich Anderungen im Phinotyp der Pflanzen. So
kommt es bei einer Konzentration von 5 uM Psoromsiure zu einer Verzogerung in der
Entwicklung betreffend das Wurzelwachstum (~ 5,5 cm , weniger Seitenwurzeln) sowie die
Blitter ( lediglich vier voll entfaltet). Durch Steigerung der Konzentration auf 25 uM
Psoromsdure werden Wurzelwachstum und Entwicklung der Blitter weitergehend
eingeschrinkt. Der Phinotyp des Wurzelwachstums tendiert hierbei mehr zu einem Wachstum

in die Breite anstatt in die Linge (~ 1,4 cm).
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Bei einer Konzentration von 75 pM kommt es nach 14 Tagen lediglich zu einer Keimung der

Pflanzen, ohne weitere Entwicklung.

Die Konzentration des Inhibitors scheint bei 75 uM oberhalb der Loslichkeitsgrenze zu liegen,
da weille Flocken innerhalb des Mediums zu erkennen sind. Diese dhneln stark dem ungelosten
Reinstoff. Folglich kann keine genaue Aussage tiber die Konzentration des Wirkstoffs, der den

Pflanzen innerhalb des Mediums tatsichlich zur Verfiigung steht, getroffen werden.

Die phinotypischen Effekte des Inhibitors lassen sich allgemein mit einer verlangsamten
beziehungsweise unterbundenen Entwicklung beschreiben. Hierbei weisen die Pflanzen bei
5 uM Psoromsiure weniger Seitenwurzeln auf, bei 25 pM Psoromsiure hingegen scheinen nur

Seitenwurzeln vorzuliegen. Es ist keine Farbanderung im Spross zu beobachten.

Zur bestmoglichen Detektion eines Wirkstoffeffekts auf den Spleilvorgang wurden die
Pflanzen in Flissigkultur angezogen. Dies garantierte eine hohe Individuenzahl (Bildung von
Pflanzenballen; Abbildung 59), gleiche Wachstumsbedingungen sowie Kontrollierbarkeit der

Wirkstoff-Konzentration.

Im ersten Kultivierungsversuch (Pilotphase zur Uberpriifung der Durchfiihrbarkeit) zog man
Pflanzen eine Woche in Gegenwart von 0.2% DMSO unter stetigem Schiitteln (30 rpm) an.
Darauthin wurde das Nahrmedium gewechselt, mit 10, 25, 50 und 100 uM Psoromsiure
versetzt, um fir weitere 24 h kultiviert zu werden. Durch die Kultivierung in Schittelkultur
konnte die Loslichkeit des Inhibitors erh6ht werden; nach 10 min waren selbst bei 100 uM

Psoromsaure keine Flocken mehr sichtbar.

Nach Ablauf der 24 h zeigte keine
der Proben eine Anderung im
Phianotyp. 100 uM Psoromsiure
wurde als Wirkstoffkonzentration
fir die folgenden Versuche
festgelegt (hohere Dosen aufgrund

von Loéslichkeit nicht moglich), um
Abbildung 59 somit moglichst starke Effekte
Pflanzenballen A.thaliana eine Woche in V2 MS-Fliissigmedium (10 g/ [ Saccharose) .

innerhalb  der  Pflanzen  zu

induzieren.
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VII.1.2 Transkriptom-Analyse — Identifikation von fehlgespleiBten Transkripten

Das Versuchsdesign umfasste drei Zeitspannen nach Zugabe des Wirkstoffes (1 h, 6 h und 12
h). Die Proben lagen jeweils in drei biologischen Replikaten vor, weiterhin wurden zwei
Kontrollgruppen inkludiert, die jeweils ebenfalls drei biologische Replikate pro Zeitpunkt
darstellten. Einerseits eine Negativkontrolle (0.2 % DMSO), bei der es zu keinem Fehlspleilen
kommen sollte sowie eine Positivkontrolle (5 uM Herboxidien, (AlShareef et al. 2017)), die zur
Uberpriifung der Auswertung sowie als Vergleich zu detektierten Effekten verwendet werden

kann. Insgesamt wurden somit 27 Proben generiert.

Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte wie im Vorversuch. Im Zuge der ersten ungehemmten
Wachstumsphase wurden zur Vermeidung moglicher Standorteffekte die Kolben tiglich

randomisiert.

Nach einer Woche erfolgte der Wechsel des Niahrmediums, spiter die Ernte der Pflanzenballen
zu den  definierten  Zeitpunkten (1h, 6h, 12h) innerhalb eines Tages
(1 h, 07:00; 6 h, 12:00; 12 h, 18:00).

Zur Aufbewahrung wurden die geernteten Proben (Ballen) in Flissigstickstoff eingefroren und

bis zu ihrer Verwendung (Herstellung der Sequenzier-Bibliothek) bei -80 °C gelagert.

Die Herstellung der Sequenzier-Bibliothek (Extrahieren der RNS aus Pflanzenballen sowie
Umschreiben in ¢cDNS) erfolgte mittels RNeasy Midi Kit (Qiagen) sowie TruSeq Stranded
mRNA LT Kit (Illumina), unter Befolgung der Herstellerangaben.

Die resultierende cDNS-Bibliothek basiert auf Sequenzen, die tiber ein Verfahren namens
Poly-A-Fischen erhalten wurden. Hierbei wird der Poly-A-Schwanz der ,,reifen® mRNS durch

ein Granulat gebunden, was eine gezielte Isolierung der mRNS erméglicht.

Zur Uberpriifung der Giite der RNS sowie der Qualitit und Quantitit der resultierenden cDNS

erfolgten Analysen mittels BioAnalyzer sowie Nanodrop (Daten siche Anhang).

Die isolierte RNS wies (iber alle 27 Proben) einen durchschnittlichen RIN-Wert
(RNS Integrititsnummer) von 8,1 von 10 auf (Maximum: 9,3; Minimum: 7,2). Dieser Wert kann
als Indiz fir die Gute der RNS gewertet werden, da eine hohe RNS-Integritit zu besseren
Sequenzierergebnissen fiihrt (Schroeder et al. 2006). Hintergrund ist hierbei, dass dieser Wert

aufzeigt, inwieweit die Probe einem Abbau der RNS durch RNasen unterliegt.

Nach Fertigstellung der cDNS-Bibliothek wurden die Proben mit je ~ 40 * 10° reads pro Probe

sequenziert. Zur Analyse der Zeitabhingigkeit des wirkstoffinduzierten Fehlspleiens wurden
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die Zeitpunkte 1 h und 6 h der Sequenzierung unterzogen, die Proben des Zeitpunkts 12 h

wurden fir die spatere RT-PCR basierte Validierung verwendet.

Die einzelnen cDNS-Fragmente wurden sowohl vom 3° als auch vom 5° Ende sequenziert,
somit konnten die beiden Fragmentenden gekoppelt und eine umfassendere Information tber
die Sequenzen der einzelnen Fragmente ausgelesen werden, weiterhin erleichterte dieses

Verfahren die Zuordnung der reads zu den jeweiligen Genorten.

Die so erhaltenen Daten wurden darauthin getrimmt (Bereinigen von reads, die die
Mindestanforderungen nicht erfiillen) sowie den jeweiligen Genen des Arabidopsis-Genoms
zugeordnet (siche Material und Methoden; HISAT2). Innerhalb der Proben bestanden
durchschnittlich 99,2 % der reads die erste Qualititskontrolle, von diesen konnten 96,3 % dem

Genom eindeutig zugeordnet werden.

Die gewonnenen Daten ermdéglichten eine weitere Unterteilung in Sequenzen, die auf Exons
entfallen und solche, die Introns zugeordnet werden konnen. Letztere sollten im Normalfall
nicht auffindbar sein, da ,reife“ polyadenylierte mRNS keine Introns aufweisen sollte
(abgesehen von solchen Introns, die im Kontext des Alternativen Spleifiens ebenfalls als Exons

fungieren kénnen; diese wurden daher als Exons angesehen).

Mittels des R-Programmpakets eisaR (Michael Stadler, Dimos Gaidatzis, Lukas Burger,
Charlotte Soneson 2020) lieBen sich diese Daten so weit auswerten, dass nur ,,intronhaltige*
Sequenzen oberhalb eines kritischen Signifikanzniveaus (Falscherkennungsrate =< 5 %;
FDR: false discovery rate) weitergehend berticksichtigt wurden. Die Analyse erfolgte, basierend auf
der Herangehensweise der Entwickler des Programmpakets, mit den von Guaidatis et al.

definierten Parametern (Gaidatzis, Burger, Florescu & Stadler 2015).

Fir eine erste Eingrenzung der zu analysierenden Transkripte wurden die Sequenzierdaten nach
solchen Genorten gefiltert, bei denen sowohl auf Exons als auch Introns eine Mindestanzahl an
reads entfiel. Zur Vergleichbarkeit der Proben untereinander wurden diese read-counts zuvor
normalisiert und logarithmiert (Basis 2). Die Transkripte, die diesen Auswahlprozess

tberstanden, bildeten die Gruppe der wahrscheinlich fehlgespleifiten Transkripte.

Genorte mit unzureichendem read-count in Exon oder Intron (Gber die Proben hinweg
gemittelter Wert < 5) hdtten die Aussagekraft der folgenden Analyse verzerren kénnen und

wurden daher nicht analysiert.
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Fir die Proben der Psoromsdure konnten fir 6,5 % (t = 1 h) sowie 5,7 % (t = 6 h) der Gene
von  Arabidopsis  fehlgespleite = Transkripte nachgewiesen werden, die diese

Grundvoraussetzung erftllten.

Im Vergleich hierzu lag bei Herboxidien der Anteil an Genen mit fehlgesplei3ten Transkripten

mit 30,9 % (t = 1 h) und 38,7 % (t = 6 h) deutlich hoher.

Diese erste Analyse fithrte somit, jeweils pro Zeitspanne und Wirkstoff, zu einer Liste an Genen,

fir die intronhaltige Transkripte vorlagen.

Diese Liste diente als Grundlage zur weiteren Analyse der read-counts der fehlgespleiliten

Transkripte mittels eisaR.

Die hierbei verwendete Detektionslogik beruht auf dem Vergleich zweier Gruppen (behandelt

vs. unbehandelt).

In einem ersten Schritt wurden zwischen den Gruppen (Psoromsiure versus DMSO, bzw.
Herboxidien versus DMSO) die dem einzelnen Gen zugeordneten reads fiir Exon und Intron

zahlenmal3ig mittels Subtraktion verglichen.

Vereinfacht lasst sich dies durch folgende Formeln illustrieren:

Exons:GenX Exons:GenX _ .
readsyypmngae. — reads;xporanisi: = AExons: GenX )
Introns:GenX Introns:GenX _ .
readSponandelt . — 7eadsSyppenanderr = Alntrons: GenX

Das Zahlenverhiltnis von AExons und Alntrons (dargestellt als Bruch) kann zur Abschitzung
des wirkstoffinduzierten Effekts mittels des ,,Fehlsplei3-Verhiltnisses® verwendet werden.
Durch den ,,Zihler AExon wird die Anderung im Expressionsniveau des Gens ausgedriickt.
Entfallen in der behandelten Gruppe mehr Sequenzen auf Introns als in der Kontrollgruppe

(unbehandelt), so vergroBert sich Alntron und somit der Nenner des Bruchs.

Ein hohes Alntron belegt prinzipiell einen hohen Verbleib von Introns in der finalen mRNS
und koénnte zur Fehlannahme einer hohen Wirksamkeit des Stoffes verleiten. Die Aussagekraft
dieser Absolutzahl ist jedoch begrenzt, da sie nicht das totale Expressionsniveau des Gens
berticksichtigt (Anzahl der Transkripte des Gens). Dem trigt der Quotient aus AExon und

Alntron Rechnung.
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Erst ein niedriger Quotient gibt somit an, dass es durch den Wirkstoff zu einem vermehrten
Verbleib von Introns in der ,reifen mRNS kommt, denn er setzt dies mit dem

Expressionsniveau des Gens in Relation.

AExon

In Abbildung 60 wird das logarithmische Fehlspleif-Verhiltis (log, 5—) durch die
x-Achse ausgedriickt, Punkt x = 0 bedeutet hier Quotient 1.
Die y-Achse stellt das Ausmal der Signifikanz des Funds (—log,oFDR) in negativ-dekadischem

Logarithmus der Falscherkennungsrate (FDR) dar. Farbige Punkt oberhalb der gestrichelten
Linie sind signifikante Ereignisse von Wahrscheinlichkeit 5 % oder niedriger (FDR < 0.05).

100 pM Psoromsaure
t=1h t=6h

=C . n=19 A 1 n=2/

20 25
1

Signifikanz (40og10 FDR)
15

Signifikanz (-log10 FDR)

10

N - . . i.__# ), T 4

T T

T T T T
-10 -5 0 10 5 0 5

FehlspleiB-Verhaltnis (log2 Aexon/Aintron) Fehispleil-Verhaltnis (log2 Aexon/Aintron)

Abbildung 60

Vulkan-Auftragung des Feblspleif§-1"erbiltnisses gegen die Signifikans; des Ereignisses induziert durch 100 uM Psoromsdure nach 1h und 6h
blan: Gene mit signifikanten Funden von retinierten Intronsy rot: Signifikante Funde von hochregulierten Genen;

gestrichelte Linie (horizontal): Signifikang von 5 %o

Wie aus den Abbildungen zu entnehmen ist, kommt es in Gegenwart von 100 uM Psoromsdure
bei 92 (t = 1 h) bezichungsweise 290 (t = 6 h) Genorten zum Auftreten von Transkripten mit
retinierten Introns, die das noétige Signifikanzniveau (FDR < 5 %) erreichen (Transkripte

dargestellt als blaue Punkte).

Dartiber hinaus konnten 19 (t = 1 h) sowie 27 (t = 6 h) Genorte gefunden werden, die auf
Grundlage ihres Quotienten als signifikant hochreguliert gelten kénnen (dargestellt als rote
Punkte). Wahrscheinlich spiegeln diese Werte nur einen Bruchteil der tatsdchlich
hochregulierten Transkripte wider, da der Rest durch den Fokus der Analyse (Erfassung von
intronhaltigen Transkripten) ausgegrenzt wurde (Bestandteil der Detektionslogik von eisaR;

Durchschnittlicher read-count von Intron und Exon = 5).
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5 UM Herboxiden
t=1h t=6h
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Abbildung 61

Vulkan-Auftragung des Febhlspleif§-1erbiltnisses gegen die Signifikans; des Ereignisses induziert durch 5 uNM Herboxiden nach 1h und 6h
blau: Gene mit signifikanten Funden von retinierten Introns; rot: Signifikante Funde von hochregulierten Geneny

gestrichelte Linie (horizontal): Signifikang von 5 %o

Zum Vergleich die Ergebnisse der eisaR-Analyse fiir Herboxidien (Positivkontrolle des
Versuchs; seine inhibitorische Wirkung auf Spleilosom von Arabidopsis ist literaturbekannt)

(Abbildung 61).

Wie aus den Vulkan-Auftragungen ersichtlich, konnten 1983 (1 h) bezichungsweise 1894 (6 h)
Transkripte mit retinierten Introns in ausreichender Signifikanz identifiziert werden (blau in

Auftragung).

Weiterhin konnte eine, verglichen mit der Anzahl der fehlgesplei3ten Transkripte, etwa ebenso
grof3e Zahl an hochregulierten Transkripten mittels eisaR detektiert werden (rot in Auftragung).
Dies legt die Vermutung nahe, dass Herboxidien insgesamt einen groBeren Effekt auf die
Pflanzen ausiibt, da die Anzahl an fehlgespleiiten Transkripten deutlich erhéht ist, und dies bei

einer 20-fach niedrigeren Konzentration als Psoromsiure.

Unter Verwendung von Formel 8 liel3 sich, getrennt fiir jeden Genort, der Anteil an retinierten

Introns pro Transkript errechnen.

TPMGen:X (8)

Intron

TMPIGen:X + TPMGen:X

ntron Exon

PRI = % retinierte Introns =

Mit: TPM (Lranskripte Pro Millionen; anf Probe normalisierter Wert)
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Tabelle 17
Ubersichtstabelle Prozent retinierte Introns durch 100 uM Psoromséiure (innerbalb der Transkripte mit FDR < 5%)

PROBE PRI<5% PRI >50% MEDIAN MAXIMUM PRI

PRI (PRI DMSO DIESES
TRANSKRIPTS)
1H 74 / 92 1/92 2,6 % 74.5 %
(48,8 %)
6H 224 /290  7/290 1,6 % 79,3 %
(23,6 %)

Tabelle 17 zeigt die prozentuale Verteilung retinierter Introns innerhalb der detektierten
fehlgespleilten Transkripte fiir Psoromsédure (blaue Punkte; in Abbildung 60). Von den
detektierten Transkripten macht (sowohl fir 1 h und 6 h) der Anteil, der weniger als 5 %
fehlgespleil3t ist, circa 80 % aus. Dies findet ebenfalls Ausdruck im Median (2,6 % bzw. 1,6 %).
Es wird ein maximaler PRI von 74, 5% (1 h) beziechungsweise 79,3 % (6 h) fiir die Transkripte
des Genorts Atlg13330 detektiert. Die DMSO-Proben weisen fiir diese Transkripte Werte von
48,8 % sowie 23,6 % auf.

Tabelle 18
Ubersichtstabelle Progent retinierte Introns durch 5 uM Herboxiden (innerbalb der Transkripte mit FDR < 5%)

PROBE PRI<5% PRI >50% MEDIAN MAXIMUM PRI

PRI (PRI DMSO DIESES
TRANSKRIPTS)

1H 357 /1983  1/1983 9,3 % 57,3 %
(3 %)

6 H 77 /1894 4 /1894 17,8 % 78,7 %
(3,8 %)

Die dem entsprechende prozentuale Verteilung retinierter Introns bei Behandlung mit
Herboxidien (blaue Punkte; in Abbildung 61) stellt, wie schon die Absolutzahlen der
Vulkan-Auftragung, dessen stirkere Wirksamkeit unter Beweis (PRI Median ist nach 1 h um

das 3,5-fache, nach 6 h um das 11,3-fache hoher).
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beider Probengruppen die Einordnung ,,Nukleotidbinden® sowie ,,Proteinbinden® besonders

haufig.

Im Bereich der betroffenen Zellbestandteile traten die Klassifikationen ,,Nukleus® sowie

,»Chloroplast® am héufigsten auf.

Die Klassifizierung zeigt insgesamt, dass multiple Bereiche der Zelle sowie deren Prozesse und
Funktionen betroffen sind. Eine klare Tendenz ist auf Grundlage dieser Daten somit nicht

erkennbat.

Der Vergleich der fehlgespleiliten Transkripte beider Zeitpunkte untereinander offenbart
lediglich bei 15 Genen eine Ubereinstimmung. Diese Gene lassen sich weder einem

gemeinsamen Prozess, Zellbestandteil noch einer Funktion zuordnen.

Die votliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass die fehlgespleiiten Transkripte nicht auf
eine Inhibition des Spleiens bestimmter Sequenzen oder Gene zuriickzufithren sind, sondern
aus einer unspezifischen Inhibition des Prozesses entstehen. Um diese Vermutung
weitergehend zu Uberprifen, wurden die fehlgespleiiten Transkripte mit der Auftrittshaufigkeit

der Transkripte in der Kontrollgruppe in Relation gesetzt.

Hierzu wurde fur jedes Transkript der Kontrollgruppe (stellt Normalzustand dar) der
TPM-Wert gebildet (Transkripte pro Millionen RNS-Molekiile; auf Transkriptlinge sowie
Gesamtumfang der Sequenzierbibliothek normalisierter Wert). Auf Grundlage dieses Werts
konnte eine ,,Rangliste” der Transkripthiufigkeiten (Rang 1: am haufigsten, Rang 20537: am

seltensten) erstellt werden.

Die fehlgespleiiten Transkripte wurden daraufhin in diese Liste eingeordnet, wie in Abbildung
63 dargestellt. Wie aus den Diagramm-Balken ersichtlich, findet sich das Gros (~70 %) der
fehlgesplei3ten Transkripte innerhalb der 6000 hdufigsten Transkripte.

Dieser Fund deutet darauf hin, dass das Ziel der Splei3-Hemmung weder bei Psoromsiure
noch bei Herboxidien ecin spezifisches Sequenzmuster oder eine bestimmte
Transkript-Identitit ist. Es handelt sich vielmehr um einen ungezielten, stochastischen Vorgang.
Bei Transkripten mit hoher Stiickzahl ist die statistische Wahrscheinlichkeit von Fehlspleif3en

hoher als bei solchen mit geringer Stiickzahl.
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Transkripte eingestuft nach Auftrittshiufigkeit (TPM) in Negativkontrolle

Abbildung 63
Einstufung der Transkripte anfgrund ihrer Auftritishinfigkeit innerbalb der Kontrollgruppe;

Abszisse: Gruppierung nach Aunftritishanfigkeit der Transkripte (1: am hanfigsten; 20537: am seltensten)
Ordinate: % der fehlgespleifsten Transkripte dieser Gruppe und Zeitspanne (blawe Punkte in Abb. 60/61)

blau: Psoromsanre 1 by organe: Psoromsanre 6 by gran: Herboxcidien 1 by gelb: Herboxidien 6 b

Als eine letzte Analyse wurden die Identititen der fehlgespleiiten Transkripte mit einer Liste
von literaturbekannten essenziellen Genen abgeglichen (Lloyd et al. 2015; Meinke 2020), um
mogliche Anhaltspunkt fiir den im zz-vivo-Test beobachteten letalen Effekt der Psoromsdure

zu finden.

Hierbei konnten innerhalb der fehlgespleifiten Transkripte (92 fiir t = 1 h; 290 fiir t = 6 h; blaue

Punkte in Abbildung 60) insgesamt 11 dieser bekannten essenziellen Genorte identifiziert

werden (Tabelle 19).

Bis aus zwei Ausnahmen (AT5G12840 und AT4G02510) machen die fehlgespleiliten
Transkripte jeweils nur einen geringen Anteil der gesamten Transkripte aus, so dass der letale
Effekt nicht auf das ,,Ausschalten der Expression dieser essenziellen Gene zurtickzufiihren ist.
Beispielsweise entfallen beim essenziellen Gen AT4G15560 (DXS) 99.79% der detektierten

reads auf Exons. Fehlgespleil3te Transkripte liegen nur in einem geringen Bruchteil vor.

Bei den Transkripten der Gene AT5G12840 und AT4G02510 entfallen 5,02 % und 14,93 %

der gesamten reads auf Introns. Vergleicht man diesen Prozentsatz jedoch mit dem der reads der
DMSO-Proben (Negativ-Kontrolle), so relativiert sich der Effekt, da der Anteil an intronischen
reads ebenfalls 4,50 % und 8,04 % ausmacht.
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Tabelle 19

Auflistung essenzieller Gene mit feblgespleifsten Transkripten in 1h und 6h Probe

Gen-ID

AT2G21170

AT3G17650

AT4G23100

AT1G78630

AT2G36850

AT2G47510

AT3G10380

AT3G55620

AT4G02510

AT4G15560

AT5G12840

Fehlgespleilites
Transkript in
Probe

1h

1h/6h

6h

6h

6h

6h

6h

6h

6h

6h

PRI
[7]

0,57

1,18

0,43/0,6

0,07

0,64

0,30

1,37

1,10

14,93

0,21

5,02

Kurzbeschreibung

Kodiert eine plastidire Triosephosphatisomerase.

Notwendig fiir Ubergang von heterotrophen zu

autotrophem Wachstum.

Kodiert den Metal-Nicotinaminetransporter YSL5;

Doppel-KO ys/5ysi7 fihtt zu sterilem Pollen

Kodiert die Glutamat-Zystein-Ligase; essentieller

Bestandteil der Glutathion-Synthese.

Kodiert ein ribosomales Protein; essenziell fiir
Embryonalentwicklung, EMB1437 (Embryo
DEFECTIVE 1437)

Kodiert ein Glucansynthase-Like (GSL) Protein,

vermutlich involviert in Zellwandsynthese (Callose)

Kodiert Fumerase 1, mitochondriales Protein,
spielt vermutlich essentielle Rolle in Citratzyklus
Kodiert Untereinheit des Exocyst-Komplexes
(involviert in Vesikelaustausch)

Kodiert fiir Translationsinitiations Faktor 6;
EMB1624

Kodiert Membran GTPase bei Chloroplasten;
Rezeptor fiir Transitsequenzen; notwendig fir

Proteinimport (Chloroplastenentwicklung)

Kodiert 1-Deoxyxylulose-5-phosphat-Synthase
(DXS); Bestandteil des
Methylerythritolphosphatwegs. Essentiell fiir
Isoprensynthese und Entwicklung der
Chloroplasten

Kodiert eine Untereinheit des CCAAT-
Bindekomplexes, Erkennung von

Promotorensequenz
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Psoromsidure hat auf Grundlage der vorliegenden Daten eine inhibitorische Wirkung auf den
Prozess des Spleiflens; fehlgespleil3te Transkripte konnten identifiziert werden. Dieser Effekt
scheint im Vergleich zu dem von Herboxidien deutlich geringer zu sein. Dies findet in der

Menge der fehlgespleiBten Transkripte sowie der Ereignisse mit signifikantem

FehlspleiB3-Verhiltnis Ausdruck.

VII.1.3 Biochemische Validierung des tatsichlichen Vorliegens von fehlgesplei3ten

Transkripten

Die vorherigen Auswertungen basierten ausschlief3lich auf der Analyse der Sequenzdaten mittels
computergestiitzter Berechnungen. Die so gewonnenen Ergebnisse (Nachweis von Introns in

»reifen® Transkripten) erfordern zur Validierung eine biochemische Bestitigung,.

Aus der Menge der durch eisaR als (durch Psoromsiure) fehlgespleiit indentifizierten
Transkripte (blaue Punkte; in Abbildung 60, Seite 109) wurden 10 ausgewihlt. Als erstes

Auswahlkriterium diente eine errechnete hohe Anzahl an FehlspleiBungen (somit kleines

AExon

Fehlsplei3-Verhaltnis ( )) Das zweite Auswahlkriterium berticksichtigte die zeitliche

Alntron

Verteilung. Von den Ereignissen (1 h, 92 bzw. 6 h, 290) waren nur 15 zu beiden Zeitpunkten
aufzufinden, die restlichen nur zu einem der beiden Zeitpunkte. Von ersterer Gruppe wurden

2, aus letzterer 8 ausgewihlt (je 4 fir die einzelnen Zeitpunkte).

Von diesen 10 selektierten Transkripten wurden im nichsten Schritt die Sequenzierdaten mittels
des IGV-Viewers visuell dargestellt, zur Detektion von Abschnitten, die ein Intron enthalten
und sich mittels RT-PCR amplifizieren lassen. Es sollten nur solche Abschnitte verwendet
werden, deren Intron nicht an alternativen Spleivorgangen beteiligt ist und somit auch nicht in

natirlich vorkommenden Isoformen gefunden werden kann.

Die Produkte dieser RT-PCR konnten daraufhin mittels eines Agarosegels aufgetrennt werden,
um zu ergrinden, ob zweietlei Fragmente vorliegen: Solche mit retiniertem Intron (linger) und

solche in korrekt gespleifiter Form.

Im Folgenden sind die Transkripte der beiden Genorte dargestellt, bei denen laut eisaR durch
Psoromsiure fir die Zeitspannen 1 h und 6 h gleichermal3en Fehlsplei3-Ereignisse induziert

wurden (entsprechend dem zweiten Auswahlkriterium).
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VII.1.3.1. Exemplarisch: Genort At4g15545
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Abbildung 64
Sequenzansicht IGV-Viewer und Agarosegel (2%) fiir Argl 5545

1-9:4=1h; 10-18: 1 = 6 by 19-27: + = 12hy M: Marker; 1-3,10-12,19-21: DMSO; 4-6,13-15,22-24: Herboxiden;
7-9,16-18,25-27: Psoromsdure
weifser Stern: Bande der korrekt gespleifiten Formy rote Tilde: Bande mit retiniertem Intron

Abbildung 64 zeigt exemplarisch die Sequenzansicht sowie das Agarosegel fiir die Analyse der
Transkripte des Gens At4g15545. Die Primer fiir das zu amplifizierende Fragment wurden im
ersten und zweiten Exon des Gens platziert. Aus der PCR sollte, bei korrekt gespleifiten
Transkripten, ein 185 Basenpaare messendes Fragment resultieren. Bei Verbleib des Introns im
Transkript  (fehlgespleiit) misst das  entstehende Fragment 272  Basenpaare.
Wie auf Grundlage der Gele zu erkennen, stellt das korrekt gespleilite Transkript (zu erwarten
185 bp) die vorherrschende Form dar (intensive Banden im Bereich < 200 bp; weiller Stern).
In den Proben der Negativkontrolle (0,2 % DMSO) erscheinen keine zusitzlichen Banden
(jeweils erste drei Spalten der drei Zeitintervalle), somit kommt es dort zu keinem Fehlsplei3en.
In den mit Herboxidien oder Psoromsiure behandelten Proben der Zeitpunkte 1 h [4-9] und 6

h [13-18] sind zusitzliche Banden in der fir das fehlgespleiite Produkt erwarteten Grofe
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(272 bp) sichtbar (< 300 bp; rote Tilde). Innerhalb der Proben, die 12 h Herboxidien oder
Psoromsidure ausgesetzt wurden, finden sich lediglich in den Herboxiden-Fraktionen leichte
Anzeichen fiir zusatzliche Banden neben der des korrekt gespleiten Produkts. Der Effekt von
Herboxiden und Psoromsiure erscheint somit (fiir dieses Transkript) in den Zeitintervallen 1 h

und 6 h ausgeprigter zu sein.

Zusitzlich zu den erwarteten Banden treten weitere Banden bei ~ 300 bp sowie ~ 400 bp auf.
Diese erscheinen innerhalb der Proben zu 1h am intensivsten und sind in den Fraktionen 22-

27 (12 h) nicht mehr zu erkennen.

Jede der Gruppen (DMSO, Herboxiden, Psoromsdure) hatte 3 Proben pro Zeitspanne.
Innerhalb derselben sah man keine Abweichungen. Somit wurde fur die folgenden

Validierungen nur noch jeweils eine Probe pro Gruppe und Zeitspanne verwendet.
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VIL.1.3.2. Exemplarisch: Genort At5g64240

DMSO,

DMSO 1h
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DMSO6h ! e .
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ewT
[—
At5g64240
M D1 H1 P1 D6 H6 P6 D12 H12P12
Abbildung 65

Sequenziibersicht im 1G1 -V iewer fiir At5g64240 sowie 2% Agarosegel der PCR zum Nachweis feblgespleifster
Transkripte

D1: DMSO 1h; H6: Herboxiden 6h, P12: Psoromséinre 12 hy M: Marker; Stern (weifs): erwartete Hihe Bande
korrekt gespleift; Tilde (rot): erwartete Hobe Bande it Intron (feblgespleifst)

Die Darstellung in Abbildung 65 illustiert, als weiteres Beispiel, die Sequenzdaten von
At5g64240 sowie das Ergebnis der PCR auf die Exons, die das erste Intron flankieren (Kasten
in Sequenzdarstellung; Agarosegel). Die mittels Agarose-Gel auftrennten Fragmente der
einzelnen Proben zeigen das Vorliegen von sowohl der korrekten (weiller Stern; 331 bp) als
auch der fehlgespleiiten Form (rote Tilde; 420 bp). Innerhalb der DMSO-Kontrolle kommt es
ausschlieBlich zum Auftreten des Fragments der korrekt gespleiten Form. Im Gegensatz hierzu
weisen die mit Herboxiden behandelten Proben lediglich nach 1h Banden auf, danach nicht
mehr. Wie aus den Sequenzierdaten ersichtlich, scheint die Expression dieses Gens in den mit
Herboxiden behandelten Proben nur in einem geringen Ausmal3 stattzufinden. Die mit
Psoromsdure behandelten Proben indes weisen fiir alle Zeitspannen sowohl die Bande des

natirlichen Transkripts als auch die der fehlgesplei3ten Variante in vergleichbarer Intensitit auf.
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Wie aus der Annotationsspur zu ersehen (roter Stern), liegen bei At5g64240 Transkripte in zwei
Isoformen vor, hierbei beinhaltet die Sequenz einer der Isoformen die Introns drei und vier.
Durch eine PCR auf eines dieser Introns konnte folglich nicht zwischen fehlgespleil3ten
Transkripten und alternativem Spleilen unterschieden werden (wie schon einleitend

beschrieben).

VIL.1.3.3. Ubersicht der verbleibenden 8 ausgewihlten Genorte, zur Validierung des

Nachweises von fehlgesplei3ten Transkripten

Durch Behandlung mit Psoromsaure Durch Behandlung mit Psoromsaure
signifikant fehlgespleite Transkripte bei signifikant fehlgespleifte Transkripte bei
t=1h t=6h
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Abbildung 66

Ubersicht iiber Agarose-Gele der verbleibenden acht Genorte, zur Validierung der feblgespleifiten Transkripte

Proben der Psoromsanre eingerabmt in weiffem Kasten; M: Marker; D: DMSO; H: Herboxiden; P: Psoromsiur; 1: 1 by 6:6 by 12: 12 )
weifSer Stern: korrekt gespleifite Form; rote Tilde: retiniertes Intron

Die Analyse mittels eisaR hatte fiir die Zeitspannen 1 h und 6 h jeweils eine Anzahl an Genorten
mit signifikant fehlgespleilten Transkripten ergeben ( 92 fir t = 1 h; 290 fir t = 6h; blaue
Punkte in Abbildung 60). Aus dieser Vielzahl waren zehn Gene ausgewihlt worden.
Insgesamt konnte fir alle der zehn Gene das Vorhandensein von fehlgespleiiten Transkripten
mittels PCR validiert werden (Darstellung der Ubersicht der restlichen acht Genorte in

Abbildung 66; Spuren der Proben der Psoromsaure durch weille Umrandung markiert).

Da bei allen Genen dieser Auswahl ein positives Ergebnis gefunden werden konnte (Vorliegen
von fehlgespleil3ten Transkripten), ist davon auszugehen, dass dies auch auf alle anderen mittels

eisaR identifizierten Genorte zutrifft.
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Ebenfalls konnte die Bedeutung einer Zeitkomponente aufgezeigt werden. So lagen bei den
fehlgesplei3ten Transkripten, die ausschlieBlich bei den 6 h-Proben mittels eisaR gefunden
worden waren, erwartungsgemal} nur sehr blasse Banden fiir fehlgespleil3te Transkripte fiir die
Zeitspanne 1h vor (rechte Hilfte der Darstellung). Ein dhnliches Ergebnis lieferten die Gene
At3¢25910 und At5g16930, fiir die nur innerhalb der 1 h-Proben signifikant missgespleil3te
Transkripte mit eisaR detektiert wurden. Demgemil3 lieferten die Proben der Psoromsiure zu
spiteren Zeitpunkten keine Banden fiir gréB3ere Fragmente als die der natiirlichen Form. Im
Gegensatz hierzu konnten mittels RT-PCR fiir die Gene At3g48980 und At5g07880 auch fiir
die Zeitpunkte 6h und 12h fehlgespleil3te Transkripte gefunden werden. Die vorausgegangene
Sequenzanalyse mittels eisaR hatte indes fiir diese beiden Genorte keine signifikanten Ereignisse

fir eine Zeitspanne groB3er 1 h identifiziert (Diskrepanz zwischen eisaR und RT-PCR).

Insbesondere im Fall von At5g07880 weicht die computergestiitzte Identifizierung (Nachweis
von signifikant fehlgespleiliten Transkripten nur bei t = 1 h) vom Befund des Agarosegels ab,
da die Bande des fehlgesplei3ten Transkripts klar erkennbar die vorherrschende Form fiir alle
Zeitspannen (1 h, 6 h, 12 h) darstellt. Es ist unerwartet, dass eisaR dieses Gen nicht auch

innerhalb der fehlgespleil3ten Transkripte der Zeitspanne 6 h identifizieren konnte.

Insgesamt war es moglich, durch Gabe von Psoromsiure Fehlspleiungen auszulosen wie die
Transkriptom-Analyse ergab. Dass es sich dabei tatsichlich um fehlgespleite Transkripte

handelte, konnte mittels RT-PCR stichprobenartig validiert werden.
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VIII. Diskussion

Das Forschungsvorhaben hatte zum Ziel, einen Beitrag zur Identifizierung und Validierung

potenzieller neuer Wirkstoffziele zu leisten.
Hierftr konnten zwei Themenschwerpunkte gebildet werden.

Der erste Teil befasst sich mit der Frage, ob der Inhibitor MOCB, dessen Wirksamkeit auf die
Menaquinon-Synthese im Bakterium bewiesen werden konnte (durch Hemmung des Enzyms
MenB), in der Pflanze analog wirkt. Des Weiteren, ob die Inhibition der Phylloquinon-Synthese
im vom Enzym DHNS katalysierten Schritt letale Konsequenzen nach sich zieht (Phylloquinon

ist das pflanzliche Analogon zum Menaquinon; DHNS ist das pflanzliche Analogon zu MenB).

Der zweite Schwerpunkt befasst sich mit der Beeinflussbarkeit des Prozesses des Splei3ens in
A. thaliana durch Psoromsiure, einem aromatischen Flechtenstoff, dessen Wirksamkeit schon

am humanen SpleiBosom beschrieben wurde.

IX.Teil I: Validierung von DHNS (A#7260550) als Wirkstoffziel

IX.1.1 Phénotypische Validierung — sn-vive Aktivitit des Inhibitors und Komplementation

Das erste Validierungskriterium war der Nachweis der zz-vivo Aktivitit des Inhibitors MOCB.
Hierfir wurden Arabidopsis-Pflanzen auf wirkstoffhaltigen "2 MS-Platten kultiviert, nach

14 Tagen erfolgte eine visuelle Begutachtung des Phianotyps.

Mit steigender Wirkstoffkonzentration (10 uM, 25 uM, 50 uM) stellten sich klare Anderungen
im Phinotyp der Pflanzen ein. So kam es zu einer Verzégerung der morphologischen
Entwicklung (Anzahl der entfalteten Blitter, GréBe des Sprosses, Linge der Wurzeln) sowie zu
einem helleren bis gelblichen Farbton der Blitter. Letzteres kann als Indiz fir eine Stérung

innerhalb des Prozesses der Photosynthese gewertet werden.

Dieser Phianotyp (gelbliche bis weiliche Farbung der Pflanze) wird iibergreifend mit Chlorose
oder Bleichsucht umschrieben und lédsst sich auf einen Chlorophyllmangel beziechungsweise

Stérungen im Elektronentransport innerhalb von Photosystem I oder II zuriickfithren.
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Phylloquinon dient innerhalb des Photosystem I als essenzieller Elektronentransporter, der
Phinotyp bestirkt somit die Arbeitshypothese, dass es zu einer Beeinflussung der

Phylloquinon-Synthese kommt.

In der Literatur wurde der Phylloquinon-Syntheseweg an verschiedenen Stellen mittels
Knockouts der betreffenden Gene unterbrochen. Der daraus resultierende Phinotyp
(fahl-griinliche, wachstumsgehemmte Pflanzen, bei Kultivierung auf zuckerhaltigem Medium)
ahnelt dem unserer MOCB-exponierten Pflanzen (Shimada et al. 2005; Gross et al. 2006; Gross,
Meurer & Bhattacharya 2008; Garcion et al. 2008; Kim, van Oostende, Basset & Browse 2008).

Durch die Unterbrechung der Phylloquinon-Synthese kommt es global zu einer verringerten
Aktivitit des Photosystem I (50 — 60 % des Niveaus des Wildtyps, (Gross et al. 2000) ), hieraus
ergibt sich eine Akkumulation von an Photosystem II generierten Ladungstriagern (Johnson et
al. 2000). Diese Anhiufung von Reduktionsmitteln foérdert die Bildung sogenannter ,,reaktiver
Sauerstoffspezies* (ROS). Ubersteigt die Konzentration an ROS die Kapazitit der Zelle, diese
zu prozessieren, kommt es zur vermehrten Oxidation von Zellbestandteilen, insbesondere der
Photosysteme, was sich in einem Ausbleichen der Pflanze sowie dem FEinleiten des

programmierten Zelltods manifestiert (Foyer 2018).

Der durch uns induzierte Phinotyp entspricht somit der auf Grundlage der Literatur
formulierten Erwartung. MOCB kann ein Inhibitor der Photosynthese sein, der zu einem Abriss
der Elektronentransportkette fithrt. Die stirkere Ausprigung des Ausbleicheffekts bei den in
der Literatur beschriebenen KO-Linien im Vergleich mit den durch den Inhibitor (MOCB) hier
beaufschlagten Pflanzen lisst sich damit erkliren, dass den KO-Linien von vornherein ein
enzymatischer Schritt fehlt, wihrend bei den Pflanzen der Inhibitionsstudie ein vorhandenes

Enzym, durch Aufnahme des Wirkstoffs, lediglich reversibel gehemmt wird.

Im Zuge der Komplementationsstudie konnte gezeigt werden, dass sich das Ausbleichen der
Pflanzen sowie deren Wachstumsverzogerung durch Zugabe des Intermediats DHNA
(100 uM) teilweise aufheben lief3. Die Pflanzen, die in Gegenwart von 20 uM MOCB sowie dem
Supplement kultiviert wurden, glichen der unbehandelten Kontrollgruppe (kein Inhibitor, kein
Supplement) (siche Abbildung 20, untere Reihe, 2. links, Seite 52). Diese kompensatorische
Wirksamkeit untermauert die Hypothese, dass MOCB die Phylloquinon-Synthese in einem der
DHNA-Entstehung vorgelagerten Schritt inhibiert (DHNA ist ein mittelbares Folgeprodukt
des Enzyms DHNS, dem vermutlichen Angriffspunkt des Inhibitors; siche Abbildung 6, Seite
23).
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Ein allgemein kurativer Effekt der Zugabe des Supplements kann hingegen ausgeschlossen
werden, da DHNA selbst einen phytotoxischen Effekt zeigt (sieche Abbildung 20, untere Reihe,
1. links, Seite 52). DHNA wird heute weithin als Verzweigungsstelle der Phylloquinon-Synthese
mit der Produktion weiterer spezialisierter 1,4-Naphthoquinon-Derivate (1,4-NQs) angesehen
(Widhalm & Rhodes 2016). Aus DHNA muss somit nicht zwangsliufig Phylloquinon
entstehen, sondern potenziell auch eine Reihe an weiteren Pflanzenstoffen. Diese dienen der
der Pflanze zur Interaktion mit anderen Pflanzen (Allelopathie) sowie mit Mikroorganismen
und Insekten. Effekte dieser Wechselwirkungen umfassen unter anderem die Hemmung der
Keimung weiterer Pflanzen der eigenen oder einer anderen Art (Bspw. Juglon, Echter
Walnussbaum (Widhalm & Rhodes 2016; Kato et al. 2019; McCoy et al. 2018) ). Beispielsweise
induzieren die 1,4-NQs oxidativen Stress durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS; eng. Reactive
oxygen species), der final in einer grofleren Stress-Antwort-Reaktion gipfelt und den

programmierten Zelltod nach sich zieht (Chi et al. 2011; Babula et al. 2014).

Die kunstliche Uberh('jhung des DHNA-Spiegels durch Supplementierung kann damit zur

vermehrten Synthese dieser wachstumshemmenden ,,Interaktionsstoffe® fithren.

Durch Hemmung der Phylloquinon-Synthese durch MOCB (bezichungsweise des aktivierten
Wirkstoffs MOCB-CoA) vor dem Entstehen von DHNA resultiert ein geminderter endogener
DHNA-Pool. Die Supplementation von DHNA fthrt in dieser Ausgangslage nicht zu einer
Erhéhung des Spiegels tiber den Normalwert, die zuvor beschriebenen (durch DHNA
bedingten) negativen Konsequenzen bleiben somit aus (siche Abbildung 20, untere Reihe, 2.

und 3. links , Seite 52).

Bei hoheren Inhibitorkonzentrationen ergibt sich wiederum eine Wachstumshemmung, die
kompensierende Wirkung von 100 uM DHNA scheint hierfiir unzureichend zu sein (siche
Abbildung 20, untere Reihe, 4. und 5., Seite 52).

IX.1.2 Chemische Validierung — In-vitro Enzym-Assay und Inhibitionskinetik

Die Testung zn-vitro erméglichte die Betrachtung des Effekts von MOCB auf das vermutete

Wirkstoffziel, die DHNS, losgel6st vom Organismus.

Wegen der Instabilitit des Substrats der DHNS (OSB-CoA) musste dieses durch eine

vorgeschaltete Reaktion #n-situ erzeugt werden. Hierfiir erfolgte zuerst die rekombinante
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Produktion der Enzyme des gekoppelten Tests in je drei Varianten (native Form,

Hisg-Tag N- oder C-terminal).

Hierbei zeigte sich, dass sowohl DHNS als auch sein Analogon aus E. /i (EcMenB) nur in der
nativen Form zu produzieren und als aktives Protein zu isolieren sind. Zu einem hnlichen
Ergebnis kamen ebenfalls Song & Guo sowie Li et al., die die DHNS-Analoga aus Synechocystis sp.
PCC 6803 (ScMenB) sowie Escherichia coli (EcMenB) charakterisierten und ebenfalls nur in der

nativen Form reinigen konnten (Song & Guo 2012; Li et al. 2011a).

Im Gegensatz hierzu war es Truglio et al. moglich, MtMenB (MenB von M. fuberculosis) mittels

N-terminalem Hexahistdin-Peptids zu isolieren (Truglio et al. 2003).

Ein  moglicher Grund fir diesen Unterschied kann die Unterteilung der
1,4-Dihydroxy-2-Naphthoyl-CoA-Synthase in zwei Gruppen sein. Wahrend die Aktivitit von
MtMenB unabhingig von Bicarbonat ist, bendtigen die Enzyme der Gruppe I (DHNS, EcMenB
und ScMenB) exogenes Bicarbonat, um die Reaktion zu katalysieren. Dieser Umstand kann auf
Unterschiede innerhalb der Proteinfaltung hindeuten, die sich in den Unterschieden beziiglich

der Isolierbarkeit manifestieren.

Das ,Hilfsenzym® der gekoppelten Reaktion EcMenE konnte indes in allen drei Varianten

produziert und gereinigt werden. Auch wies es in jeder Variante Enzymaktivitit auf.

Im Zuge der Etablierung des gekoppelten Tests zeigte sich, dass ein C-terminaler Hiss-Tag an
EcMenE das Ausbleiben der von MenB bzw. DHNS katalysierten Folgereaktion (OSB-CoA =
DHNA-CoA) nach sich zieht. Die Griinde hierfiir konnen nur vermutet werden, jedoch legt die
Tertidrstruktur von EcMenE eine mogliche Erklirung nahe. Der C-terminus des Proteins ragt
in die aktive Tasche des Enzyms. Folglich wiirde ein Histidin-Hexapeptid am C-terminus ein
basisches Potential in die aktive Tasche einbringen, das die Laktonisierung des instabilien

Intermediats OSB-CoA fordert.

Ein N-terminaler His¢-Tag hat im Gegensatz hierzu keinen Effekt auf die Folgereaktion. Die
Enzymkinetik konnte in der Konstellation, bestehend aus His-EcMenE und DHNS,

aufgenommen werden.

In DMSO-freiem Reaktionspuffer wiesen DHNS und EcMenB ( (Li et al. 2011b) eine

Ubereinstimmende Affinitit gegeniiber dem Substrat auf. Im Gegensatz hierzu zeigte sich, dass
der Zusatz des Losungsmittels DMSO (finale Konzentration 0,2 %) die Affinitit des Enzyms
gegentiber seinem Substrat (OSB-CoA) drastisch erhéhte (Faktor ~ 3) (siehe Tabelle 13, Seite

87). Dieses Ergebnis lisst sich durch verschiedene Hypothesen erkliren.
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Einerseits ist bekannt, dass DMSO und weitere denaturierende Agenzien in geringen Dosen die
Konformation des Proteins und somit der aktiven Tasche flexibler machen. Dies fihrt in
einigen Fillen zu einer Erhchung von Affinitit und Aktivitat des Proteins (Batista et al. 2013;
Zhang, Sheng, Pan & Zhou 1997; Steinschneider & Druck 1972). Weitere Erklirungen
umfassen eine Erhohung der Stabilitit des Intermediats (OSB-CoA) sowie eine Erhéhung der

Diffusionsgeschwindigkeit von diesem zur aktiven Tasche der DHNS.

Die molekulare Aktivitit wird indes nicht merklich durch das Losungsmittel beeinflusst, DHNS
zeigt in beiden Umgebungen eine etwa funfmal geringere Aktivitit als EcMenB. Vergleicht man
jedoch die katalytische Effizienz (den Bruch aus molekularer Aktivitit und Affinitit), so dhnelt
diese von EcMenB der von DHNS (0,2 % DMSO). Somit setzen DHNS (0,2 % DMSO) und
EcMenB insgesamt eine dhnliche Menge Substrat pro Zeiteinheit zu Produkt um, hierbei

unterscheiden sie sich jedoch in den einzelnen Charakteristika der Kinetik (K, Vinas, Kear).

Ein augenmerklicher Unterschied zwischen diesen beiden Enzymen ist ihre Lokalisierung
innerhalb der Zelle. Wihrend sich EcMenB im Zytosol von E.co/i findet, ist DHNS in A.thaliana
in Peroxisomen eingeschlossen (Reumann et al. 2007). Somit ist das Milieu der Enzyme in ihrer
nativen Umgebung stark unterschiedlich (Bspw. E. cw/i Zytosol pH 7,2 ; A. thaliana Peroxisom
pH 8,4 (Shen et al. 2013; Wilks & Slonczewski 2007)), dies sollte sich auch in den

Reaktionsoptima der Enzyme wiederspiegeln.

Insbesondere der basische pH des Peroxisoms sowie die Neigung zur (unerwiinschten)

Laktonisierung des Intermediats fiihren zu weitergreifenden Hypothesen.

Da Laktonisierungen sowohl im sauren als auch basischen Milieu ablaufen, sollte das Substrat
der DHNS-Reaktion moglichst vom alkalischen Milieu des Peroxisoms abgeschirmt werden.
Eine denkbare Moglichkeit wire hierbei das Zusammenlagern der Enzyme AAE14 (AtMenE;
OSB-CoA Ligase) und DHNS. Somit kénnte das Substrat von einer aktiven Tasche in die

nichste ,,geschoben® werden, ohne hierbei mit der Umgebung in Kontakt zu kommen.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese miisste ein Folgeversuch unternommen werden, der
AAE14/AtMenE als ,,Hilfsenzym® der gekoppelten Reaktion verwendet. Sollte es zur Bildung
des ,,AAE14-DHNS-Komplexes* kommen, so ist es sehr wahrscheinlich, dass dieser Umstand

die gesamte Kinetik und ihre Kennzahlen verindert.

Weiterhin erméglicht der Multi-Enzymkomplex durch die Abschirmung des Substrats eine
Optimierung der Pufferbedingungen jenseits des neutralen Bereichs. Vor dem Hintergrund des

theoretischen isoelektrischen Punkts der DHNS (plpuxs 6.48) sowie seiner natiirlichen
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Lokalisation im alkalischen Milieu liegt das Reaktionsoptimum des Enzyms aullerhalb des

neutralen Bereichs.

Die Inhibitoskinetik fir MOCB-CoA an DHNS zeigte, dass MOCB-CoA mit einem Ki-Wert
von 154,3 uM als eher schwacher Inhibitor angesehen werden kann. Das Enzym DHNS weist
somit eine hohere Affinitit gegentiber dem Substrat OSB-CoA auf als gegentiber dem Inhibitor.
Somit miissen groflere Mengen an Inhibitor aufgewendet werden, um die Reaktion zum
Erliegen zu bringen. Dies wird auch dadurch belegt, dass sich die Reaktion zz-vitro bis zu einer
Wirkstoffkonzentration von 2 mM MOCB-CoA (maximal mdgliche Wirkstoffkonzentration)
nicht vollstindig unterbinden lie3, folglich war die Ermittlung des ICso-Wert (die halbmaximale

inhibitorische Konzentration) nicht moglich.

Dieses Ergebnis wird von den Erkenntnissen der 7#-si/ico Studie untermauert. Der dort ermittelte
Glide-Wert von -5,2 charakterisiert MOCB-CoA als ,,schwachen Binder* fir DHNS. Als ein

solcher sollte auch die Affinitit des Proteins gegentiber diesem Liganden gering sein.

Der schwachen zn-vitro Wirkung (kein Unterbinden der Reaktion bei 2 mM MOCB-CoA) steht
die stirkere zz-vivo Wirkung des Inhibitors gegeniiber. So waren 50 uM MOCB ausreichend, um
Wachstum und Entwicklung der Pflanze umfassend zu hemmen (letale Konsequenz). Die
Ursache hierfir ist wahrscheinlich in ein Mengenproblem: Es waren 4 uM DHNS im zn-vitro
Test notwendig, um die Kinetik aufnehmen zu koénnen. Die physiologische
Proteinkonzentration innerhalb der Pflanze sollte deutlich niedriger sein, weshalb dort

niedrigere Hemmdosen ausreichen diirften.

Im Gegensatz hierzu ist fiir MOCB-CoA am DHNS-Analogon von M. fuberculosis (eingesetzt in
100 — 150 nM) ein Ki-Wert von 50 nM beschrieben (Matatlo et al. 2016). Dieses Enzym weist
somit eine tber 75-mal hohere Affinitit zum Inhibitor auf als das Enzym aus Arabidopsis

(DHNS).

Die mathematische Beschreibung der Inhibitionskinetik von MOCB-CoA an DHNS ergab,
dass ihr Modus gegen eine kompetitive Hemmung tendiert, dies findet Ausdruck im a-Wert
von 13,89.
Auf Grundlage der Struktur des Inhibitors und seiner strukturellen Ahnlichkeit mit dem
Substrat (OSB-CoA) ist dieses Ergebnis plausibel. Somit konkurrieren Substrat und Inhibitor

um die aktive Tasche.

Insgesamt lieB3 sich im Zuge der chemischen Validierung (iz-vitro Enzym Assay) zeigen, dass

DHNS mittels MOCB-CoA gehemmt werden kann. Der ,,Angriffspunkt® der Inhibition konnte
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somit, aufbauend auf den  Ergebnissen der  phinotypischen  Validierung

(Komplementationsstudie), weiter eingegrenzt werden.

IX.1.3 Genetische Validierung — Uberexpression und Knockdown von DHNS (At1g60550)

Zur genetischen Validierung des potenziellen Wirkstoffziels DHNS sowie der weiteren
Festigung der Wirkstoff-Wirkort-Beziehung mit MOCB erfolgte die Erstellung mehrerer
transgener Linien. In einer Uberexpressions-Linie wurde, durch Einfiigen des fiir DHNS
kodierenden Gens in eine starke Promotoren-Kassette, dessen Transkription artifiziell erhéht.
Demgegentiber wurde in den Knockdown-Linien die Proteinproduktion fiir DHNS mittels des

RNSi-Effekts herunterreguliert.

IX.1.3.1. Erh6hung der Toleranz gegeniitber MOCB mittels Uberexpression der DHNS
(At1g60550)

Die Uberexpression hatte in der T>-Generation, in Abwesenheit des Inhibitors (MOCB), keinen
erkennbaren Effekt auf das Pflanzenwachstum. Demgegentiber konnten bei dessen Prisenz in
der T>-Generation Pflanzen selektiert werden, die gegentiber 20 uM des Inhibitors MOCB eine
héhere Toleranz aufwiesen als die so inhibierten Wildtyp-Pflanzen (Abbildung 51, Seite 95).

Sie wiesen eine intensivere Grinfirbung und fortgeschrittenere Entwicklung auf. Der Phinotyp

dhnelte somit den Pflanzen ohne Beaufschlagung durch den Inhibitor.

Bei weiterer Dosissteigerung des Inhibitors konnten die Wirkstoffeffekte nicht durch die
Uberexpression kompensiert werden (beide, Wildtyp und Uberexpressions-Line, wiesen

fahl-griinlichen Phinotyp mit Wachstumsdepression auf).

Durch eine vermehrte Bildung des aktiven Ziel-Proteins (DHNS) kann der Effekt des Inhibitors
in Grenzen kompensiert werden. Folglich bedarf es einer héheren Inhibitorkonzentration fur
eine adidquate Hemmung, Ahnliches ist aus herbizidtoleranten Unkriutern bekannt (Gaines et
al. 2020). Dies kann als weiterer Beleg fiir die Wirkstoff-Wirkort-Beziehung von MOCB zu
DHNS gewertet werden.
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IX.1.3.2. Knockdown-Linien mittels RNSi-Effekts — unerwartete Effekte auf die

Samenbildung

Zugrunde lag der Gedanke, dass das Herunterregulieren des Wirkstoffziels DHNS zu einer
erhohten Anfalligkeit gegeniiber dem Inhibitor MOCB fiihren sollte; somit zur Induktion eines

gegenteiligen Effekts zur Uberexpressions-Linie.

Daher wurde das Wachstum von Pflanzen der T>-Generation der RNSi-Linien ohne und mit
Gegenwart des Inhibitors MOCB betrachtet. Hierbei kam es jedoch zu keinen erkennbaren

phinotypischen Unterschieden zwischen RNSi-Linie und Wildtyp.

Zur Uberpriifung, ob dieses Ergebnis durch Heterozygotie bedingt ist, erfolgte eine

Kultivierung mehrerer T)-Pflanzen zur Gewinnung von Samen fiir die T>-Generation.

Bei Betrachtung der Samenentwicklung stellten sich unerwartete Auffalligkeiten ein. So kam es
innerhalb der Schoten der RNSi-Linien zu Leerstellen beziehungsweise verkiimmerten
Samenanlagen, die augenscheinlich auf die vorausgegangene Transformation mit einem der
RNSi-Konstrukte zuriickzufithren waren (ausgedriickt durch Tabelle 16 und Abbildung 53,
Seite 98).

Das Verhiltnis von Leerstellen zu potenziell méglicher Anzahl an Samen bewegt sich im Mittel
zwischen 21 — 34 % (somit circa %4 ), was die Vermutung nahelegt, dass es beim Vorliegen eines
homozygoten Genotyps (beziiglich des RNSi-Konstrukts) zu verkiimmerten Samen oder
Leerstellen kommt. Eine klare Begrindung fiir diesen Fund kann auf Grundlage des aktuellen
Wissensstands nicht getroffen werden, da die Rolle von Phylloquinon im Entwicklungsprozess

der Samen noch nicht ausreichend ergrindet ist.

Das Transkriptom von A. thaliana-Embryonen weist laut Literatur auf das Vorliegen von
DHNS hin, obwohl innerhalb des Samens keine Photosynthese betrieben wird und fiir diese
somit keine Notwendigkeit zur Produktion von Phylloquinon bestiinde (Hofmann, Schon &
Nodine 2019; Gu et al. 2018). Jedoch tibt Phylloquinon neben seiner primiren Rolle innerhalb
von Photosystem I auch eine physiologische Funktion in der Kntpfung von Disulfidbriicken
innerhalb des Thylakoidlumens aus (Furt et al. 2010; Karamoko et al. 2011). Sein Fehlen kénnte

eine der méglichen Erklirungen fiir die resultierenden Leerstellen sein.

Eine weitere hypothetische Deutung der gestorten Samenentwicklung stellt der im Teilbereich
in-vivo Aktivitit erliuterte Umstand dar, dass DHNA (Intermediat der Phylloquinon-Synthese;

der DHNS-Reaktion nachgelagert) ein elementarer Verzweigungs-Ausgangspunkt fur die
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Synthese weiterer 1,4-NQs (1,4-Naphthoquinone) ist (McCoy et al. 2018; Widhalm & Rhodes
2016). Wihrend diese im vorherigen Kontext vornehmlich der Abwehr von Schadorganismen
sowie anderer Pflanzen zugeordnet wurden, kann ein Mitwirken von Stoffen dieser Gruppe bei

Entwicklung und Stoffwechselwegen innerhalb des Samens nicht ausgeschlossen werden.

Dem stehen jedoch die Ergebnisse der literaturbekannten KO-Linien einiger Gene des
Stoffwechselwegs gegentiber. Hier war es moglich, trotz eines T-DNS basierten Knockouts,
nachweislich homozygote Pflanzen zu erhalten, die dennoch auf zuckerhaltigem Medium
bedingt kultiviert werden konnten (Kim, van Oostende, Basset & Browse 2008; Gross et al.
20006; Garcion et al. 2008). Sollten die Enzyme der Phylloquinon-Synthese schon wihrend der
Samenentwicklung eine essenzielle Rolle spielen, so hitten dort in gleicher Weise abgetriebene

Samen resultieren mussen.

Fir simtliche Gene der Phylloquinon-Synthese liegen bereits KO-Mutanten laut umfangreicher
Literatur vor (letal und nicht letal; siche Tabelle 1, Seite 26). Die einzige Ausnahme bildet
DHNS, aus bisher unbekannten Griinden. Spekulativ kénnen die Ergebnisse der hier
beschriebenen RNSi-Linien einen Hinweis liefern, dass die DHNS (im Gegensatz zu den
anderen Enzymen des Stoffwechselwegs) auch eine Rolle in der Samenentwicklung spielt und
in ihrer Abwesenheit (Knockout oder starker Knockdown) keine homozygoten Samen gebildet

werden konnen. Die resultierenden Samen sind folglich nur heterozygot oder nicht transgen.

Allerdings koénnten auch sekundire Effekte des RNSi-Konstrukts zur Stérung der
Samenentwicklung gefithrt haben. Anteile der aus der shRNS (RNS in Haarnadelstruktur; ~ 300
bp) generierten siRNS (kurze interferierende RNS-Segmente 20 - 28 bp) konnten neben den
Transkripten der DHNS ebenfalls weitere Transkripte binden und somit multiple Prozesse
beeinflussen. Zu einem dhnlichen Schluss kamen Majumdar et al. und Masanga et al., deren RNSi-
Linien gleichfalls Leerstellen innerhalb der Schoten aufwiesen, obwohl der von ihnen induzierte
RNSi-Effekt nicht auf den pflanzlichen Organismus, sondern auf einen ihn befallenden Pilz
abzielten (Majumdar, Rajasekaran & Cary 2017; Masanga et al. 2015).

Die genetische Validierung der DHNS als Wirkstoffziel war zusammenfassend tiberwiegend
erfolgreich. In der Uberexpressions-Linie konnte eine héhere Toleranz der Pflanzen gegeniiber

dem Inhibitor erreicht werden; die Validierung war somit erfolgreich.

In den Knockdown-Linien war die Validierung nicht eindeutig. Dies kénnte mit bisher ungeklarten
Auswirkungen des Knockdowns der DHNS auf die Samenbildung zusammenhingen (kein

Entstehen von homozygoten Samen).
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Fir den fehlenden Teil der genetischen Validierung der DHNS als Wirkstoffziel zukinftiger
Herbizide miissen somit Folgeversuche unternommen werden, um den essenziellen Charakter

des Proteins eindeutig zu bestitigen.

Zu diesem Zweck wire anstelle der KD-, die Erstellungen einer KO-Linie hilfreich,
beispielsweise mittels CRISPR/Cas, was ein gezieltes, verlissliches und totales Ausschalten des
betreffenden Gens ermdglicht. Hierbei konnte auch die Samenentwicklung evaluiert werden,
um die spekulativen Effekte zu tiberpriifen (vermutete Beeinflussung der Samenbildung durch

Abwesenheit von DHNS).

Sollte der RNSi-Effekt weiterhin genutzt werden, so wiren induzierbare Linien fir die
Erhéhung der Aussagekraft forderlich. Damit wire es moglich, erst durch Zugabe eines Agens
(beispielsweise 17F-Estradiol), gezielt die Produktion der shRNS anzuregen. Ohne Zugabe
dieses Aktivators bleibe die Promotor-Kassette inaktiv und sollte daher keine ungewollten

Auswirkungen auf die Samenbildung haben (Guo, Fei, Xie & Chua 2003).

IX 1.4 In-silico-Studie — Bestarkung der zn-vitro-Exoebnisse

Im Zuge der n-silico Studie konnte gezeigt werden, dass sich der aktivierte Inhibitor MOCB-
CoA computergestiitzt in eine der aktiven Taschen des Homohexamers der DHNS einfligen
lasst.

Die dreidimensionale Struktur des Proteins wurde hierfir auf Grundlage des E. co/i Analogons

EcMenB mittels Homologie-Modellierung erstellt.

Aufgrund der stirkeren Konservierung der Tertidrstruktur (Faltung des Proteins, im Vergleich
zu seiner Aminosduresequenz) kann anhand einer bereits aufgeklirten dreidimensionalen
Struktur eines Analogons auf die Faltung eines méglichen Zielproteins (mit bekannter ahnlicher
Aminosiuresequenz) geschlossen werden (Bajaj & Blundell 1984; Abeln, Feenstra & Heringa
2019). Die Gite der Vorhersage hingt hierbei von der strukturellen und sequenziellen Identitit
zwischen ,,Vorlage* und Zielprotein ab. Das resultierende Homologie-Modell von DHNS wies
einen GDT-Wert von 0,82 auf, dies kann als eine Ubereinstimmung von 82 % gewertet werden,

was Insgesamt fur eine recht prizise Strukturvorhersage spricht.

Basierend auf diesem 3D-Modell war es moglich, den aktivierten Inhibitor MOCB-CoA

computergestiitzt in die aktive Tasche zu docken und seine Stabilisierung zahlenmifig fassbar
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zu machen. Insgesamt ergab sich fir MOCB-CoA ein Glide-Score von -5,2 , dies klassifiziert

den Inhibitor als einen ,,schwachen Binder®.

Das Ergebnis dieser Untersuchung hat fiir sich genommen keinen Beweischarakter, es hilft viel
mehr bei der Interpretation der Ergebnisse der zz-vitro Studie sowie bei der Beantwortung der
Frage, ob der Wirkstoff theoretisch gebunden werden kann. So ldsst sich der zz-vitro ermittelte

Ki-Wert (154,3 uM) vor dem Hintergrund der allgemein schwachen Bindung besser begriinden.

Einschrinkend ist zu sagen, dass das Einfiigen des Wirkstoffs in das digital konstruierte
3D-Modell der DHNS einer Voreingenommenheit unterliegt. Dieses basiert auf der
Kristallstruktur von EcMenB, das bekanntermallen von MOCB-CoA inhibiert werden kann.
Die Inhibierbarkeit der ,,Vorlage® wird mit einiger Verlidsslichkeit auf das konstruierte Modell

ubertragen.

IX.1.5 Strukturbasierte Betrachtung des Inhibitors MOCB

Wie schon zuvor erwihnt, weist die Strukturformel des Inhibitors MOCB eine Ahnlichkeit zum
Substrat der von DHNS katalysierten Reaktion auf. Anders als beim Substrat erfolgt die
Aktivierung laut Literatur mittels CoA jedoch nicht an der Carboxy-Gruppe (1. Kohlenstoff),
sondern an der Doppelbindung zwischen dem 2 und 3 Kohlenstoffatom durch eine Michael-
Addition (Li et al. 2011c; Matarlo et al. 2016)(siche Abbildung 67). Matarlo et al. bewiesen mittels
hochauflésender Massenspektroskopie, dass diese Form des Inhibitors im Zellextrakt von mit
MOCB-behandelten MRSA-Zellen gefunden werden kann (Matatlo et al. 2016). Hierbei zeigte
sich weiterhin, dass die Esterbindung innerhalb der Zellen nicht gespalten wird.
Dieser Befund widerspricht der strukturbasierten Hypothese, dass es sich bet MOCB um einen
sogenannten Resorptionsester handelt. Als solche werden Wirkstoffe bezeichnet, deren
Hydroxy- beziehungsweise Carboxygruppe mittels Veresterung lipophiler gemacht werden, um
eine bessere Resorption zu gewihrleisten. Innerhalb der Zelle werden diese Esterbindungen
durch Hydrolasen gespalten, wodurch die aktive Wirksubstanz entsteht. Ein Resorptionsester

ist somit eine Form von Prodrug bezichungsweise Proherbizid (Casida 2017).

Beziiglich der Metabolisierung des Wirkstoffs innerhalb der Pflanzenzelle muss Gberprift
werden, ob diese mit der Literatur Gibereinstimmt, oder ob es zur Spaltung der Esterbindung
kommt. Durch diese Spaltung wiirde sich ein weiterer Modus zur Aktivierung des Wirkstoffs

an der Carboxygruppe (Kohlenstoffatom 1 in Abbildung 67) eréffnen. Der resultierende so
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aktivierte Inhibitor sollte ebenfalls einer Prifung im zz-vitro Test unterzogen werden, um den

Einfluss der Position der CoA-Gruppe zu Gberprifen.

(o]

OH o

SCoA

0SB-CoA MOCB

Abbildung 67
Struktnrformeln von OSB-CoA und MOCB zur Diskussion miglicher Modi der Aktiviverinng sowie allgemeiner Wirkstoffabwéigung

Eine weitere, sich aus der Strukturformel ergebende Frage ist die nach der Selektivitit des
Inhibitors. Die Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen 2 und 3 ergibt fiir MOCB
den zusitzlichen Charakter eines a, f-ungestittigten Ketons. Dieses Strukturmotiv wird den
sogenannten ,,PAINS® (pan assay interference componnds) oder ,,Frequent Hitters™ zugerechnet (Baell
& Holloway 2010; Baell & Nissink 2018). Unter dieser Bezeichnung versteht man
Verbindungen, die in einer Vielzahl unterschiedlicher biochemischer Tests zu einem positiven
Ergebnis fihren (somit als Inhibitoren eines Zielproteins erkannt werden). Bei diesen
»Treffern® handelt es sich jedoch um Artefakte - ihre Aktivitit hingt nicht von einer
spezifischen, wirkstoffihnlichen Wechselwirkung zwischen Molekiil und Protein ab. Waihrend
ein ,,echter* Wirkstoff ein Protein spezifisch durch Anlagerung an eine Bindungsstelle inhibiert,
weisen diese Artefakte eine zerstorerische Reaktivitit auf, die zu falsch-positiven Signalen in
einer Vielzahl von Tests fithren (Baell & Walters 2014). Obwohl MOCB dieses Strukturmotiv
aufweist, konnen die Notwendigkeit seiner Aktivierung sowie die Moglichkeit, thn mittels
Homologiemodellierung in das potenzielle Wirkstoffziel einzufiigen, als starke Hinweise fur
seine Spezifitit gewertet werden. Jedoch sollten Folgestudien unternommen werden, um
einerseits die Spezifitit zu beweisen und andererseits den Inhibitor dahingehend

weiterzuentwickeln, eine hohere Wirkung zu erzielen.

Als Ausgangspunkt kénnen hierbei die bereits tiberpriiften Strukturanaloga (siehe Abbildung
22, Seite 54) dienen. Die Analoga, deren teilweise stirkere zz-vivo Aktivitit bereits gezeigt werden

konnten, wiesen zum Teil nur eines der aktiven Zentren von MOCB auf. Ein #nz-vitro-Test mit
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diesen Wirkstoffen sollte daher ein umfassenderes Verstindnis fir die Aktivierung und Wirkung

vermitteln konnen.

IX.1.6 Ausblick: DHNS als Ziel zukiinfticer Herbizide

Die prisentierten Ergebnisse zeigen, dass die DHNS mittels des Wirkstoffs MOCB in ihrer
Aktivitit gehemmt werden kann. Dieser Effekt konnte sowohl zz-vive (phinotypisch) als auch
in-vitro abgebildet werden. Weiterhin war es moglich, mittels Komplementation mit einem
post-DHNS-Intermediat und einer Uberexpressionslinie die Effekte des Inhibitors teilweise zu
kompensieren. Basierend auf diesen Ergebnissen kann die DHNS, fiir die durch MOCB schon

ein erster Inhibitor bekannt ist, als neues Wirkstoffziel fiir Herbizide angesehen werden.

Die nun folgenden Schritte umfassen die Weiterentwicklung des zz-vitro-Tests, um diesen
innerhalb eines Hochdurchsatzscreenings verwenden zu kénnen. Dies ermdglicht es, eine grofe
Wirkstoffbibliothek innerhalb von kurzer Zeit fur dieses Ziel zu testen und so weitere

Leitstrukturen zur Entwicklung potenterer Inhibitoren zu finden.

Parallel dazu koénnen, basierend auf der Struktur von MOCB, weitere Wirkstoffe entwickelt

werden, um somit zu stirkeren Inhibitoren zu kommen.

Vor der Etablierung des oben genannten miniaturisierten zz-vitro Tests missen jedoch einige

offen gebliebene Fragen beantwortet werden:

So sollte der nichste Schritt darin bestehen abzupriifen, ob die Verwendung des Arabidopsis-
Enzyms AAE14 als Hilfsenzym der Reaktion (anstelle von EcMenE) zu einer verinderten
Enzymkinetik fithrt. Hieraus kann sich weiterhin die Forschungsfrage ergeben, ob AAE14 und
DHNS einen Multi-Enzym-Komplex bilden, der das instabile Intermediat OSB-CoA zwischen

den Reaktionszentren transfetiert.

Basierend auf diesem Wissen sollte zusitzlich das Milieu des Reaktionspuffers angepasst

werden, um das Reaktionsoptimum der Enzyme abbilden zu kénnen.

Dartber hinaus konnte mittels Folgestudien ein umfassenderes Testsystem, basierend auf dieser
gekoppelten Reaktion, etabliert werden. Durch Tests an den Enzymen reprisentativer Vertreter
von Unkriautern (Dikotyle) und Ungrisern (Monokotyle) sowie von Bakterien (bspw. E. co/i)

kann die Spezifitit der gefundenen Wirkstoffe zusitzlich geprift werden. Somit lieBe sich die

134



Wirkung eines kiuinftigen idealen Herbizids auf pflanzliche Untergruppen eingrenzen,

beziehungsweise eine neutrale Wirksamkeit gegentiber Bakterien erreichen.

Weiterhin sollte der Nachweis des aktivierten MOCB innerhalb der Pflanze erfolgen, um somit
den Modus der Aktivierung innerhalb des pflanzlichen Organismus zu kennen und, basierend

auf diesem Wissen, zukiinftige Wirkstoffe optimieren zu kénnen.

Fir eine Weiterverfolgung des 7n-silico Ansatzes wire die Aufnahme der Kiristallstruktur der
DHNS elementar. Basierend auf dieser Struktur sollte es mdglich sein, virtuelle
Wirkstoffscreenings fiir dieses Ziel durchzufiihren und somit die Grundgesamtheit der real zu

testenden Stoffe weiter einzuschrinken.

Zur weiteren Charakterisierung der biologischen Wertigkeit der DHNS sollten zusitzliche
transgene Linien erstellt werden, die sich mit dem Ausschalten (Knockout) beziehungsweise
Herunterregulieren (Knockdown) des Gens befassen. Es gilt zu tberprifen, ob DHNS
essenziell fiir das Uberleben der Pflanze ist und ob es bei einem KO ebenfalls zu einer gestorten

Samenentwicklung kommt.

X. Teil II: Identifikation des Wirkorts von Psoromsiure

Innerhalb des Themenschwerpunkts ,,Identifikation des Wirkorts der Psoromsaure® galt es zu
zeigen, dass Psoromsiure einen phinotypisch feststellbaren Effekt auf den pflanzlichen
Organismus ausiibt und weiterhin zu tberpriifen, ob dieser Effekt mit Anderungen im

SpleiBmuster (Auftreten von fehlgespleiiten Transkripten) einhergeht.

X.1.1 Phinotypische Uberpriifung von Effekten von Psoromsaure auf

Arabidopsis-Keimlinge

Innerhalb des Teilbereichs zz-vivo Aktivitit konnte gezeigt werden, dass Psoromsdure einen
Einfluss auf den Phinotyp von Arabidopsispflanzen austibt. Dieser bestand primir in einer
Verzogerung von Entwicklung und Wachstum, Auswirkungen auf die Firbung der Sprosslinge

waren jedoch nicht zu sehen.

Mit ansteigender Wirkstoffkonzentration stellte sich allgemein eine Verzogerung in Wachstum

und Entwicklung beziiglich der gesamten Pflanze ein, dabei trat ein weiterer Effekt im Bereich
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des Wurzelwachstums zu tage. Bei einer Wirkstoffkonzentration von 25 uM beschrinkte sich
das Wurzelwachstum vornehmlich auf die Bildung von Seitenwurzeln, eine klare Primédrwurzel

war nicht zu erkennen (siche Abbildung 58, Seite 104).

Dieser Phinotyp des Wurzelwachstums konnte mit Storungen innerhalb des Spleillens erklirt
werden. So l6sen die Inhibitoren, die die SF3B1-Unterheinheit des Spleilosoms zum Ziel
haben, einen dhnlichen Phinotyp aus (Ling et al. 2017; AlShareef et al. 2017). Weiterhin zeigten
KO-Mutanten der integralen Spleilosom-Komponente CWC 15 in gleicher Weise keine klar

ausgebildete Primarwurzel, sondern einen breiten Wuchs aus Seitenwurzeln (Slane et al. 2020).

Insgesamt stellt das Mangelwachstum per se keinen belastbaren Beweis fiir seine kausale
Verursachung  durch  Psoromsiure-induziertes Fehlspleilen dar. Dieser abnorme
Waurzelphinotyp kann ebenfalls durch gestérte Wechselwirkungen der Phytohormone (Qin, He
& Huang 2019) ausgelost werden. Diese miussen in keinem Zusammenhang mit fehlgespleif3ten

Transkripten stehen.

Bei einer Erhéhung der Wirkstofftkonzentration auf 75 uM kam es lediglich zu einem
rudimentiren Aufkeimen der Sprosslinge (folglich letale Effekte), weiterhin kam es zum

Ausflocken des Wirkstoffs innerhalb des gelierten Mediums.

Da es nicht moglich ist, nur auf Grundlage des Phinotyps das Auftreten fehlgespleilter
Transkripte  festzustellen, erfolgte ein Versuch zu deren Detektion mittels
Transkriptom-Analyse. Zur Gewihrtleistung einer gleichmiBligen Probenqualitit, wurden
Pflanzen in Flissigkultur als Pflanzenballen tiber sieben Tage angezogen und darauthin durch

Wechsel des Mediums mit dem Wirkstoff beaufschlagt.

Die Anzucht in Schiittelkultur (anstatt von festem Medium) ermdglichte es, die Konzentration
der Psoromsiure auf 100 uM zu erhéhen. Wie aus den Platten der zz-vivo Studie ersichtlich, war
es bei festem Medium zum Ausflocken des Wirkstoffs schon bei einer Konzentration von
75 uM gekommen. Es blieb somit unklar, wie hoch die fir die Keimlinge real-verfigbare
Wirkstoffkonzentration in diesem plattenbasierten Testdesign war. Da der Wirkstoff innerhalb
der Flissigkultur jedoch vollstindig gelost werden konnte, kann von einer ausreichenden
Verfugbarkeit fir die Pflanzen ausgegangen werden. Die illustrierte schlechte Loslichkeit des
Wirkstoffs innerhalb des Mediums der Platten (wissriges Milieu, geliert) wirft jedoch generell
die Frage auf, wie gut Aufnahme und Verteilung des Wirkstoffs sind. Eine durch begrenzte
Loslichkeit bedingte Verfiigbarkeit der Psoromsdure fur den Zielorganismus klassifiziert den
Inhibitor schon per se als schlechtes Herbizid. Fur eine umfassendere Charakterisierung des
Wirkstoffs miisste daher die Pharmakokinetik in Folgeversuchen betrachtet werden.

136



Ein vielversprechender Ansatzpunkt hierzu findet sich im von Herklotg et al. vorgestellte
Versuchsaufbau. Hierbei werden Pflanzen hydroponisch kultiviert und mittels des
Flussigmediums tber die Wurzeln mit dem Wirkstoff beaufschlagt. Nach definierten
Zeitpunkten konnen Pflanzen geerntet und, aufgeteilt in Wurzel, Blatt und Stingel,
massenspektroskopisch analysiert werden (Herklotz, Gurung, Vanden Heuvel & Kinney 2010).
Durch dieses Vorgehen kann die Aufnahme und Wirkstoffverteilung tiber den Organismus im

Laufe der Zeit betrachtet und weiterhin potenzielle Metaboliten identifiziert werden.

In einer vorgeschalteten Pilotstudie blieben in der hier eingesetzten Schiittelkultur
phinotypische Effekte, durch Behandlung der sieben Tage alten Pflanzen mit 100 uM
Psoromsdure, nach 24 Stunden aus. Diese belegte, wie Voraussetzung fir diesen
Sequenzierversuch, eine zur Erzielung sofortiger letaler Konsequenzen noch nicht hinreichende

Wirkstoffkonzentration.

Eine umgehend letale Dosis hitte auf Ebene der Transkripte vornehmlich die dem Zelltod
zugeordneten Transkript-Spezies induziert und somit das Spektrum an detektierbaren
Transkripten stark eingeschrinkt. Weiterhin wire es im Zuge der Apoptose zu einem rapiden
Abbau von Poly-A-RNS und somit zu Einbuflen beztglich Qualitit und Aussagekraft der

isolierten Sequenzen gekommen (Liu et al. 2018; Thomas et al. 2015).

X.1.2  Bioinformatisch gestiitzte Suche nach fehlgesplei3ten Transkripten

Nach der ,,Ernte” der Proben (Pflanzenballen aus Flussigkultur) sowie dem Erstellen der
cDNS-Bibliotheken erfolgte die Sequenzierung. Das hierfiir verwendete Design umfasste
~ 40 Millionen reads pro Probe mit einer Linge von 150 Basenpaaren im gepaarten-Enden-
Modus. Dieses Vorgehen wurde gewihlt, um einerseits eine méglichst hohe und diverse Anzahl
der vorliegenden Transkripte abbilden zu koénnen und andererseits die computergestiitzte

Zuordnung der reads zu den betreffenden Genen zu erleichtern.

Nach einer initialen Qualititskontrolle sowie dem Zuordnen der reads erfolgte die

computergestiitzte Suche nach fehlgespleil3ten Transkripten, mittels des Programmpakets eisaR.

Dieses grenzte die Anzahl der zu betrachtenden Transkripte mittels einer zu erreichenden
Mindestanzahl an reads pro Exon und Intron je Genort ein (normalisierter und logarithmierter

Wert von = 5). Dieses Kriterium garantierte, dass die Analyse durch Genorte mit nur geringem
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read-count nicht verzerrt wurde. Andererseits wurde die Analyse damit weniger empfindlich

gegentiber dem Auftreten von selteneren Ereignissen.

Der Anteil an fehlgespleiiten Transkripten, die mittels der empfohlenen Logik von eisaR
gefunden werden konnten, belief sich bei Psoromsaure auf 6,5 % (t = 1 h) beziehungsweise

5,7 % (t = 6 h) der Gene von A. thaliana.

Die auf dieser Liste aufbauende weitere Analyse ergab eine Anzahl von 92 (t = 1h) / 290 (t = 6h)
Genen, fur die, im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (0,2 % DMSO), fehlgesplei3te Transkripte

mit hoher Signifikanz gefunden werden konnten (FDR von = 5 %).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung der Pflanzen mit Psoromsaure zu einem Verbleib
von Introns innerhalb der mRNS fithren. Folglich konnte die initiale These bestatigt werden,

dass Psoromsidure den Prozess des Spleilens beeinflusst.

Bei Betrachtung des PRI-Werts (Prozent retinierter Introns) dieser fehlgespleifiten Transkripte
zeigt sich allerdings, dass Psoromsidure (Tabelle 17, Seite 111) bei nur circa 2 % der Transkripte
pro Genort zu retinierten Introns fithrt. Vereinzelnd kommt es zwar zu PRI-Werten oberhalb
von 50 %, jedoch weist die Negativ-Kontrolle (0,2 % DMSO) fir die Transkripte dieser
Genorte ebenfalls erh6éhte Werte fur retinierte Introns auf. Eine FEingrenzung auf
»ochlissel-Effektoren® (Genorte, deren Transkripte besonders stark betroffen sind) fir den

herbiziden Effekt der Psoromsaure ist somit nicht moglich.

Im Vergleich hierzu wiesen die mit Herboxidien (Positiv-Kontrolle) behandelten Pflanzen rund
2000 fehlgespleifite Transkripte auf, deren PRI-Werte im Median bei 9 — 18 % lagen, und dies

bei einer 20-fach niedrigeren Wirkstoffkonzentration.

Psoromsdure ist somit im Vergleich zu Herboxidien ein zwar grundsitzlich wirksamer, aber

schwacher Inhibitor.

So blieb die Frage offen, wie sich die im zn-vivo-Test gesehene herbizide Wirkung der

Psoromsaure erklaren lasst.

Ob ihr inhibitorischer Effekt die Transkripte mancher Prozesse oder Zellbestandteile in
besonderer Weise betrifft, wurde daher mittels des Classification SuperViewers gepriift. Diese
Analyse konnte jedoch keine ,,Bevorzugung® dieser Art finden. Das Auftreten fehlgesplei3ter
Transkripte scheint vielmehr, nach stochastischer Erwartung, einzig von der Anzahl der
vorliegenden Transkripte pro Gen abzuhingen. So fand sich das Gros der detektierten
Ereignisse innerhalb der Transkripte der 6000 am héchsten exprimierten Genen. Dies trifft in

gleicher Weise auf die Wirkung von Herboxidien zu. Die Inhibition des Spleiflens erfolgte bei
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beiden Wirkstoffen, dem Anschein nach, unselektiv (siche Abbildung 62 und Abbildung 63,
Seite 112 - 114).

Eine weitere Erklirung fiir den herbiziden Effekt kénnten FehlspleiBungen fur Transkripte von

solchen Genen sein, die als essenziell gelten.

Aus der entsprechenden Analyse ergab sich, dass fir insgesamt elf essentielle Gene
(3 firt =1 h; 9 fur t = 6 h) fehlgesplei3te Transkripte vorlagen. Hierbei entfiel jedoch, bis auf
zwei Ausnahmen, lediglich ein geringer Anteil der detektierten Sequenzen auf Introns (= 1,5 %),
somit war der resultierende Anteil der fehlgespleifiten Transkripte dieser Gene sehr gering (siche

Tabelle 19, Seite 115).

Innerhalb der Transkripte der Gene At5g12840 und At4g02510 entfielen 5,02 %
beziehungsweise 14,93 % der reads auf Introns. Fur diese Genorte konnte jedoch auch innerhalb
der mit DMSO-behandelten Proben (Negativ-Kontrolle) ein Anteil an intronischen reads von

4,50 % beziechungsweise 8,04 % festgestellt werden.

Der Umstand, dass selbst die Negativ-Kontrolle fiir diese Transkripte intronische reads aufwies,
vermindert die Wahrscheinlichkeit, dass es sich bei den durch Psoromsiure fehlgespleifiten

Transkripten dieser Gene um den Ausloser des herbiziden Effekts handeln sollte.

Insgesamt konnte mit der gewihlten Analysemethode kein individueller Effektor fur den
herbiziden Effekt der Psoromsiure identifiziert werden. Der Ausloser fur die Verzégerung des
Wachstums und das Ausbleiben der primiren Wurzel kann viel mehr in der Gesamtheit der
fehlgespleilten Transkripte vermutet werden. Der Effekt bestiinde, falls iberhaupt durch

FehlspleiBen bedingt, somit aus deren Summationswirkung tiber einen lingeren Zeitraum.

X.1.3 Biochemische Validierung des tatsichlichen Vorliegens fehlgespleiB3ter Transkripte

Zur Uberpriifung, ob es sich bei den per Computeranalyse detektierten Ereignissen tatsichlich
um fehlgespleilte Transkripte handelt, wurde fiir eine willkirliche Auswahl derselben eine
biochemische Validierung, basierend auf RT-PCR, durchgefithrt. Hierbei wurden Primer in
potenziell Intron-flankierende Exons gesetzt, um so fir den Fall eines Verbleibs des Introns

innerhalb der Sequenz eine groBBere Bande zu erhalten.
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Insgesamt konnten fur alle der ausgewihlten computeranalytisch gefundenen Ereignisse
tatsachlich fehlgespleiB3te Transkripte so nachgewiesen werden (es ergaben sich jeweils Banden

fir zwei unterschiedliche Fragmentgrofien).

Auch die mit eisaR gefundenen zeitlichen Unterschiede im Auftreten von Fehlspleiungen unter

Psoromsiure konnten mittels RT-PCR groBtenteils bestitigt werden.

Abbildung 66 (Seite 120) zeigt die Auswahl der mittels eisaR nach jeweils 1 h (links)
beziehungsweise nach 6 h (rechts) detektierten Fehlsplei3-Ereignisse. Diese durch die
Computeranalyse getroffenen Erwartungen konnten mittels RT-PCR fur die jeweiligen
Zeitpunkte (durch die beobachteten Doppelbanden) validiert werden. Wo eisaR Fehlsplei3en
nach 1 h und nicht nach 6 h findet, resultieren in der RT-PCR auch nur dort entsprechende

Doppelbanden (linke Bildhilfte). Analoges gilt fir die 6 h-Spanne (rechte Bildhilfte).

Die mittels eisaR gefundenen Ereignisse (fiir 1 h und 6 h) wurden zusitzlich mittels RT-PCR

auf Transkripte von Pflanzen, die 12 h mit Psoromsiure behandelt wurden, untersucht.

Banden fiir fehlgespleiite Transkripte konnten hier nur da gefunden werden, wo auch schon
bei 6 h ein Fehlspleilen gezeigt wurde. Die Intensitit, der auf Fehlspleiung hinweisenden
Banden war jedoch schwicher als bei 6 h, was auf eine Abnahme des Storeffekts durch

Psoromsaure hindeuten konnte.

Der Wirkeffekt der Psoromsiure scheint von der Zeit abzuhingen. Die Zunahme der
FehlspleiB3-Ereignisse im Laufe der Zeit (t = 1 h, 92; t = 6 h, 290) deuten darauf hin, dass das
Wirkmaximum nach einer Stunde noch nicht erreicht ist, da nach sechs Stunden etwa dreimal
so viele Ereignisse detektiert werden konnten. Die weniger intensiven Banden der Zeitspanne

zwOlf Stunden deuten auf eine nachlassende Wirkung hin.

Umgekehrt koénnte das Verschwinden eines zum Einstunden-Zeitpunkts beobachteten
FehlspleiBens nach sechs Stunden darauf hinweisen, dass die Sensibilitit der Pflanze gegeniiber

Psoromsiure von einem Biorhythmus abhingt (1 h um 06:00; 6 h um 12:00; 12 h um 18:00).

Die biochemische Analyse der Transkripte des Gens At5g07880 (siche Abbildung 66,Seite 120,
linke Bildhilfte, rechts unten) stellt indes den Befund von eisaR in Frage. So fand die
Computeranalyse fiir die Zeitspanne 6 h kein FehlspleiBen, die RT-PCR (Spalte P6) hingegen

weist eine intensive Bande in der GréBe des fehlgespleiliten Fragments auf.

Das ,,Versagen® von eisaR in diesem Fall ist einerseits der zu strengen Selektion geschuldet, die
Transkripte (des Zeitpunkts 6 erreichen nicht die oben beschriebene Minimalanzahl des

read-counts.
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Andererseits konnte dieser Fall auf ein grundsitzliches Problem fiir die Detektion von
retinierten Introns hinweisen. Die gezielte Detektion fehlgespleiliter Transkripte und
insbesondere retinierter Introns bleibt eine grole Herausforderung fir aktuelle
bioinformatische Werkzeuge. So sind Introns oftmals deutlich linger als Exons und weisen
wiederkehrende Sequenzmuster mit geringer Komplexitit auf (Aneinanderreihung von einer
einzelnen Base oder kurzer Basenmotive in Wiederholung). Diese Umstinde erschweren die
gezielte Zuordnung intronischer reads zu den betreffenden Genorten. Eine Folge hiervon ist
oftmals das Verwerfen dieser Sequenzen als sogenannte ,, Multi-Mapper* (Broseus & Ritchie

2020).

Eine Moglichkeit, diesem Umstand Sorge zu tragen, wire eine Anderung der
Sequenzier-Methodik hin zur Volllingen-Sequenzierung mittels der Systeme von Pacific
Biosciences (PacBio) und Oxford Nanopore Technologies (ONT). Die Verwendung von reads
in voller Transkriptlinge ermoglicht so die genaue Zuordnung zum betreffenden Genort

(Byrne, Cole, Volden & Vollmers 2019).

Fir eine genauere und umfassendere Analyse der Sequenzdaten bedarf es eines umfassenden
Verstindnisses der zugrundeliegenden bioinformatischen Methodik sowie der Anforderungen
der verwendeten Werkzeuge. Weiterhin muss die durch die Detektionslogik eingeftihrte
Voreingenommenheit gegentiber dem Datensatz kritisch hinterfragt und im besten Falle mittels

eines alternativen Programmpakets validiert werden.

Fir die Zielsetzung einer grundsitzlichen Detektion fehlgespleiiter Transkripte, die durch

Psoromsiure induziert wurden, war die hier verwendete Methode jedoch ausreichend.

Zusammenfassend kann aus den vortliegenden Daten somit geschlossen werden, dass
100 uM Psoromsaure den Vorgang des Splei3ens in sieben Tage alten Arabidopsis-Sprosslingen
beeinflusst. Es konnten, basierend auf Sequenzierdaten von poly-A-aufgereinigten

Transkripten, retinierte Introns gefunden werden, die mittels RT-PCR validiert werden konnten.

Da Psoromsdure das humane Spleilosom innerhalb der Wandlung von B- zu C-Komplex
inhibiert, wiirde eine Verwendung dieses Wirkstoffs als Herbizid zu toxikologischen Problemen
fithren. Weiterhin zeigen die vorliegenden Daten, dass Psoromsiure zwar das Splei3en inhibiert,
dieser Effekt jedoch im Gegensatz zu anderen bekannten Inhibitoren (bspw. Herboxidien)
deutlich schwicher ausgeprigt ist. Dies spiegelt sich in der benétigten Aufwandmenge, in der
geringen Anzahl der nachgewiesenen fehlgespleiBten Transkripte und in deren ebenfalls
geringem prozentualen Anteil an retinierten Introns (PRI) wider.
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Die Frage, ob der herbizide Effekt der Psoromsdure auf der Induktion von fehlgespleif3ten
Transkripten beruht, bleibt unbeantwortet. Wie bereits innerhalb des Abschnitts 11.2.8.2
(siehe Seite 44) erwihnt, weist der Wirkstoff einen inhibitorischen Effekt auf multiple Prozesse
(d.h. unabhingig vom Spleilen) bei unterschiedlichen Organismen (beispielsweise Mensch und
Plasmodium) auf. Die hier beobachteten phinotypischen Anderungen kénnten somit ebenfalls

auf Nebeneffekten beruhen.

X.1.4 Ausblick: SpleiBlen als Ziel fiir zukiinftige Herbizide

Wie durch die vorliegenden Daten gezeigt, ist es moglich, durch Zugabe von Wirkstoffen
fehlgespleiite Transkripte zu induzieren und den Prozess des Spleilens an unterschiedlichen
»otufen® zu inhibieren. Da das Spleilen per se ein essenzieller Prozess ist, fiihrt seine globale
Inhibition zu letalen Folgen. Durch die hohe Konservierung der Untereinheiten des
SpleiBosoms miissen Inhibitoren, die als Herbizid verwendet werden sollen, eine hohe Spezifitat

aufweisen, um toxikologische Probleme zu vermeiden.

Zur weiteren Verfolgung des Themenkomplexes ,,Spleilen als Ziel zukiinftiger Herbizide* gilt
es Prozesse, Untereinheiten und Kofaktoren zu identifizieren, die keine Entsprechung in

hoheren Tieren aufweisen.
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XI. Allgemeine Einordnung und abschlieBender Vergleich

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei potenzielle neue Wirkstoffziele fur Herbizide
beschrieben. Mittels zoo/-compounds war es méglich, erste Versuche fir diese Wirkstoffziele zu
unternehmen und somit zu iiberpriifen, ob es sich hierbei um aussichtsreiche Kandidaten fiir

die Entwicklung neuer Herbizide handelt.

Im Jahr 2012 wurden 80 % des globalen Herbizidmarks (in Geldwert) von nur sieben
Wirkmechanismen abgedeckt. Innerhalb dieser bestehen fir mindestens vier der
Wirkmechanismen ernste Probleme mit resistenten Unkrdutern und Ungrisern (etwa 60 % des
Markts; Hemmung von: Acetyl CoA Carboxylase, Acetolactat Synthase, Enolpyruvylshikimat-
Phosphat-Synthase sowie synthetische Auxine) (Krachmer et al. 2014). Dies offenbart einen
Mangel an Diversitit innerhalb der verfigbaren Wirkmechanismen sowie deren Entwicklung.
So wurden zwischen 1950 und Mitte der 1980 circa jedes zweite Jahr ein neuer und einzigartiger
Wirkmechanismus entdeckt. Dies dnderte sich jedoch drastisch, innerhalb der vergangenen
30 Jahre konnte kein neuer Wirkmechanismus mehr identifiziert werden. Als Grund hierfir
gelten die hohe Entwicklungskosten, strengere Zulassungsverfahren sowie der immense Erfolg
von Glyphosat-resistenten Nutzpflanzen, der (zeitweise) Forschung nach neuen Wirkzielen

obsolet machte (Dayan 2019).

In Anbetracht des Anstiegs an herbizidresistenten Unkrautern (ebenfalls fiir Glyphosat) erlebt
die Suche nach neuen Wirkstoffzielen eine Renaissance. Hierbei ldsst sich die
Herbizidforschung teilweise von ,,Trends® aus der Pharmaforschung inspirieren, wie
beispielsweise bei dem hier verwendete Wirkstoffziel-basierte Ansatz. Bisher konnte noch kein
Herbizid auf diesem Ansatz entwickelt werden, die gréfite Schwierigkeit stellt hierbei das
Uberfithren von sn-vitro Wirkung auf zn-vive Wirkung dar. Jedoch zeigen Daten aus der
Pharmaforschung das immense potential dieses Ansatzes auf. So entstammen 78 der 113
first-in-class Wirstoffe (erster Wirkstoff einer Arzneimittelgruppe), die zwischen 1999 und 2013
bei der FDA registriert wurden, diesem Ansatz (Eder, Sedrani & Wiesmann 2014).

Ein immenser Vorteil liegt hierbei darin begrindet, dass initial das zu adressierende
Wirkstoffziel gewihlt wird und bei dieser Wahl toxikologische Uberlegungen beachtet werden

konnen. Die resultierenden Wirkstoffe kénnen somit spezifischer gestaltet werden.
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Die Hemmung des Spleilens gilt innerhalb der Pharmaforschung als ein aussichtsreicher neuer
Wirkmechanismus in der Krebstherapie. Ebenso ist seine Eignung als herbizides Wirkstoffziel
gegeben, da der Spleiivorgang fiir die Proteinproduktion aller FEukaryoten nétig ist. Die
vorliegende Untersuchung konnte die Verwendbarkeit dieses Wirkziels fir Herbizide
grundsitzlich bestitigen. Durch Gabe des Inhibitors konnten FehlspleiBungen induziert
werden, die potenziell zum herbiziden Effekt des Wirkstoffs gefiihrt haben kénnen. Die
Hemmung von Pflanzenwachstum durch Eingriffe in den Spleilprozess ist machbar und
aussichtsreich. Kinftige Forschung sollte den exakten Ansatzpunkt im Spleivorgang so weit

einengen, dass von seiner Hemmung nur pflanzliche Organismen betroffen sind.

Der Eingriff in den Spleilvorgang bei Pflanzen befindet sich noch im Stadium frither
Entwicklung. Im Gegensatz hierzu kann die DHNS auf Grundlage der hier prisentierten Daten
schon als ein dulerst aussichtsreiches und unmittelbar zu verwendendes Ziel angesehen werden.
Die Synthese von Phylloquinon ist essenziell fiir das Uberleben der Pflanze, wie durch
KO-Linien in der Literatur illustriert. In tierisch-eukaryotischen Zellen fehlt dieser Syntheseweg,
das Risiko fiir toxikologische Probleme ist somit minimiert. Mittels des Zoo/-compounds MOCB ist

es moglich, die von DHNS katalysierte Reaktion zu hemmen.

Anhand der hier prasentierten Daten kann ein Hochdurchsatz-Screening auf dem Wirkstoffziel

DHNS sowie chemische Optimierungen, aufbauend auf MOCB, durchgefithrt werden.

Der Eingriff in die Phylloquinon-Synthese ist zukunftstrichtig und koénnte der erste neue
herbizide Wirkmechanismus seit 30 Jahren sein und auch der erste, der mittels

Wirkstoffziel-basiertem Ansatz gefunden wurde.
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XII. Material und Methoden

XII.1.1 Organismen
XII.1.1.1. E.coli

NEB® 5-alpha Competent E. New England BioLabs®
coli (High Efficiency)
NEB® 10-beta Competent E. New England Biol.abs®
coli (High Efficiency)

BL.2T (DE3) New England Biol.abs®
XII.1.1.2. Agrobacterium tumefaciens
G173101 (pMP90) (Koncz & Schell 1986)

XII.1.2 Sequenzen

XII.1.2.1. MenE (Escherichia coli)

Proteinsequenz

MIFSDWPWRHWRQVRGETIALRLNDEQLNWRELCARVDELASGFAVQGVVEGSGVMLRAWNTPQTLLAWLALLQ
CGARVLPVNPQLPOQPLLEELLPNLTLQFALVPDGENTFPALTSLHIQLVEGAHAATWQPTRLCSMTLTSGSTGL
PKAAVHTYQAHLASAQGVLSLIPFGDHDDWLLSLPLFHVSGQGIMWRWLYAGARMTVRDKQPLEQMLAGCTHAS
LVPTQLWRLLVNRSSVSLKAVLLGGAAIPVELTEQAREQGIRCFCGYGLTEFASTVCAKEADGLADVGSPLPGR
EVKIVNNEVWLRAASMAEGYWRNGQLVSLVNDEGWYATRDRGEMHNGKLTIVGRLDNLEFEFSGGEGIQPEEVERV
TIAAHPAVLQVFIVPVADKEFGHRPVAVMEYDHESVDLSEWVKDKLARFQOPVRWLTLPPELKNGGIKISRQALK
EWVQORQQ

DNS-Sequenz

ATGATTTTTAGCGATTGGCCGTGGCGTCATTGGCGTCAGGTTCGTGGTGAAACCATTGCACTGCGTCTGAATGA
TGAACAGCTGAATTGGCGTGAACTGTGTGCACGTGTTGATGAACTGGCAAGCGGTTTTGCAGTTCAGGGTGTTG
TTGAAGGTAGCGGTGTTATGCTGCGTGCATGGAATACACCGCAGACACTGCTGGCATGGCTGGCACTGCTGCAG
TGTGGTGCCCGTGTTCTGCCGGTTAATCCGCAGCTGCCGCAGCCGCTGCTGGAAGAACTGCTGCCGAATCTGAC
CCTGCAGTTTGCACTGGTTCCGGATGGTGAAAATACCTTTCCGGCACTGACCAGCCTGCATATTCAGCTGGTTG
AAGGTGCACATGCAGCAACCTGGCAGCCGACACGTCTGTGTAGCATGACCCTGACCAGCGGTAGCACCGGTCTG
CCGAAAGCAGCCGTTCATACCTATCAGGCACATCTGGCCAGCGCACAGGGTGTTCTGAGCCTGATTCCGTTTGG
TGATCATGATGATTGGCTGCTGAGCCTGCCGCTGTTTCATGTTAGCGGTCAGGGTATTATGTGGCGTTGGCTGT
ATGCCGGTGCACGTATGACCGTTCGTGATAAACAGCCGCTGGAACAAATGCTGGCAGGTTGTACCCATGCAAGC
CTGGTTCCGACGCAGCTGTGGCGTCTGCTGGTGAATCGTAGCAGCGTTAGCCTGAAAGCAGTTCTGTTAGGTGG
TGCAGCAATTCCGGTTGAACTGACCGAACAGGCACGTGAACAGGGTATTCGTTGTTTTTGTGGTTATGGTCTGA
CCGAATTTGCAAGCACCGTTTGTGCAAAAGAAGCAGACGGTCTGGCAGATGTTGGTAGTCCGCTGCCTGGTCGT
GAAGTTAAAATTGTTAATAATGAAGTTTGGCTGCGTGCCGCAAGCATGGCCGAAGGTTATTGGCGTAATGGTCA
GCTGGTGAGCCTGGTTAATGATGAAGGCTGGTATGCAACCCGTGATCGCGGTGAAATGCATAATGGTAAACTGA
CCATTGTTGGTCGTCTGGATAACCTGTTTTTTAGCGGTGGTGAAGGTATTCAGCCGGAAGAAGTTGAACGCGTT
ATTGCAGCACATCCGGCAGTTCTGCAGGTTTTTATTGTTCCGGTTGCCGATAAAGAATTTGGTCATCGTCCGGT
TGCAGTGATGGAATATGATCATGAAAGCGTTGATCTGAGCGAATGGGTTAAAGATAAACTGGCACGTTTTCAGC
AGCCGGTTCGTTGGCTGACACTGCCTCCGGAACTGAAAAATGGTGGTATCAAAATTAGCCGTCAGGCACTGAAA
GAATGGGTTCAGCGTCAGCAG
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XII.1.2.2.

MenB (Escherichia coli)

Proteinsequenz

MIYPDEAMLYAPVEWHDCSEGFEDIRYEKSTDGIAKITINRPQVRNAFRPLTVKEMIQALADARYDDNIGVIIL
TGAGDKAFCSGGDQKVRGDYGGYKDDSGVHHLNVLDFQRQIRTCPKPVVAMVAGY SIGGGHVLHMMCDLTIAAD
NATIFGQTGPKVGSFDGGWGASYMARIVGQKKARE IWFLCRQYDAKQALDMGLVNTVVPLADLEKETVRWCREML
ONSPMALRCLKAALNADCDGQAGLQELAGNATMLFYMTEEGQEGRNAFNQKRQPDFSKEFKRNP

DNS- Sequenz

ATGATTTATCCTGATGAAGCAATGCTTTACGCACCGGTTGAATGGCACGACTGCTCCGAAGGTTTCGAGGACATTCGTTATGAAA
AATCCACCGACGGTATCGCAAAAATCACCATTAATCGTCCGCAGGTGCGCAATGCCTTCCGTCCTCTGACGGTAAAAGAGATGAT
CCAGGCGCTGGCAGATGCGCGTTATGACGACAACATCGGCGTGATCATTCTGACTGGTGCAGGCGATAAAGCGTTCTGCTCCGGT
GGTGACCAGAAAGTGCGTGGTGATTACGGCGGCTATAAAGATGATTCCGGCGTACATCACCTGAATGTGCTGGACTTCCAGCGTC
AGATCCGTACCTGTCCGAAACCGGTTGTCGCGATGGTGGCTGGCTACTCCATCGGCGGCGGTCACGTTCTGCACATGATGTGCGA
CCTGACTATCGCGGCAGATAATGCCATCTTCGGTCAGACTGGCCCGAAAGTCGGTTCCTTCGACGGCGGCTGGGGCGCTTCCTAC
ATGGCTCGCATCGTCGGGCAGAAAAAAGCGCGTGAAATCTGGTTCCTGTGCCGTCAGTACGACGCAAAACAGGCGCTGGATATGG
GCCTTGTGAACACCGTGGTACCGCTGGCGGATCTGGAAAAAGAAACCGTCCGTTGGTGCCGCGAAATGCTGCAAAACAGCCCGAT
GGCGCTGCGCTGCCTGAAAGCTGCACTGAACGCCGACTGTGACGGGCAGGCGGGGCTGCAGGAGCTGGCGGGCAACGCCACCATG
CTGTTCTACATGACGGAAGAAGGTCAGGAAGGTCGCAACGCCTTCAACCAGAAACGTCAGCCTGACTTCAGCAAATTCAAACGGA
ATCCG

XII.1.2.3.

DHNS/MenB (Arabidopsis thaliana)

Proteinsequenz

MADSNELGSASRRLSVVTNHLIPIGFSPARADSVELCSASSMDDRFHKVHGEVPTHEVVWKKTDFFGEGDNKEFVDIIYEKALDE
GIAKITINRPERRNAFRPQTVKELMRAFNDARDDSSVGVIILTGKGTKAFCSGGDQALRTQDGYADPNDVGRLNVLDLQVQIRRL
PKPVIAMVAGYAVGGGHILHMVCDLTIAADNAIFGQTGPKVGSFDAGYGSSIMSRLVGPKKAREMWEMTREYTASEAEKMGLINT
VVPLEDLEKETVKWCREILRNSPTAIRVLKAALNAVDDGHAGLQGLGGDATLLFYGTEEATEGRTAYMHRRPPDFSKFHRRP

DNS-Sequenz

ATGGCGGATTCCAATGAGCTTGGCTCGGCGAGCCGACGACTCTCCGTCGTCACCAATCATCTCATCCCTATCGGATTCAGTCCAG
CTCGTGCTGACTCAGTGGAACTCTGTAGTGCTTCGTCGATGGATGATAGATTCCATAAGGTTCACGGTGAAGTTCCGACCCACGA
AGTCGTTTGGAAAAAAACTGATTTCTTTGGTGAAGGAGATAACAAGGAGTTTGTTGATATTATTTATGAGAAAGCCCTTGATGAA
GGCATTGCAAAGATTACTATAAACCGGCCAGAGAGAAGAAATGCGTTCCGGCCTCAGACTGTGAAGGAGCTTATGCGTGCGTTTA
ATGATGCTAGAGATGATAGCTCTGTAGGAGTCATCATACTCACCGGCAAGGGAACAAAAGCATTTTGCAGTGGTGGTGATCAGGC
TTTGAGAACACAAGACGGGTATGCTGATCCCAATGACGTTGGCCGCCTTAATGTTCTTGATCTTCAGGTTCAAATCCGCAGATTG
CCAAAGCCAGTTATTGCAATGGTAGCTGGTTATGCTGTTGGAGGAGGACACATTTTGCACATGGTCTGCGATCTAACAATTGCAG
CTGATAATGCGATTTTTGGTCAAACGGGTCCTAAGGTTGGAAGTTTTGATGCTGGTTATGGAAGTTCCATCATGTCTCGTCTGGT
TGGTCCTAAAAAGGCACGAGAAATGTGGTTTATGACGAGGTTCTACACAGCTTCTGAAGCAGAGAAAATGGGACTTATCAATACA
GTTGTACCGCTAGAGGATTTGGAGAAAGAAACTGTGAAATGGTGCAGAGAAATCTTACGGAACAGTCCAACTGCAATCCGAGTAC
TTAAGGCAGCACTTAATGCAGTTGATGATGGCCATGCCGGCCTTCAGGGACTCGGTGGTGATGCGACACTCTTATTCTATGGAAC
CGAAGAAGCTACTGAAGGGAGAACTGCTTATATGCACCGCCGACCACCGGACTTCTCTAAATTTCACCGGCGACCT

XII1.1.3 Konstrukte

Tabelle 20 Auflistung der Konstrukte, die fiir die rekombinante Uberexpression verwendet wurden

Konstrukt Beschreibung (Protein) | Methode Verwendetes
Material
pET15b- Aus E.coli stammende | Gibson Assembly | Template:
EcMenE Version von MenE in EcMenE-Hise
nativer Form Primer: O119,
(EcMenE) 0120, 0121, O122;
Vektor: pET15b
pET15b- EcMenE mit C- Restriktionsverdau | Restriktionsenzyme:
EcMenE-Hise terminalem Histidin- und Ligation Neol, BamHI
Hexapeptid (EcMenE- T4-DNA-Ligase
His6) Vektor: pSE420
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pET15b-Hiss-
EcMenE

EcMenE mit N-
terminalem Histidin-
Hexapeptid sowie TEV-
Schnittstelle (Hisg-

Gibson Assembly

Template: EcMenE
Primer: O127,
0128, 0129, 0121
Vektor: pET15b

EcMenE)
pET15b-DHNS | Aus A.thaliana PCR, Template:
stammende Version von | Restriktionsverdau | Hiss-DHNS

MenB in nativer Form

(DHNS)

und Ligation

Primer: O96, O97
Restriktionsenzyme:
Ncol, BamHI
T4-DNA-Ligase
Vektor: pET15b

pET15b-DHNS-
Hi86

DHNS mit C-

terminalem Histidin-

Restriktionsverdau

und Ligation

Restriktionsenzyme:

Ncol, BamHI

Hexapeptid T4-DNA-Ligase
(DHNS-His) Vektor: pET15b
pET15b-Hise- DHNS mit N- Gibson Assembly | Template:
DHNS terminalem Histidin- + DHNS-Hisg
Hexapeptid sowie TEV- | Restriktionsverdau | Primer: O71, O72,
Schnittstelle (Hisg- und Ligation 073,074
DHNS) Restriktionsenzyme:
Ncol, BamHI
T4-DNA-Ligase
Vektoren: pRT100,
pET15b
pET15b- Aus E.coli stammende | PCR und Template:
EcMenB Version von MenB in Restriktionsverdau | Hise-AtMenB

nativer Form

(EcMenB)

mit Ligation

Primer: 095, O97
Restriktionsenzyme:
Xhol, BamHI
T4-DNA-Ligase
Vektor: pET15b
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pET15b-

EcMenB-His6

EcMenB mit C-

terminalem Histidin-

Hexapeptid (EcMenB-

HiSG)

Restriktionsverdau

und Ligation

Restriktionsenzyme:
Ncol, BamHI
T4-DNA-Ligase
Vector: pET15b

EcMenB

pET15b-His6-

EcMenB mit N-

terminalem Histidin-

Hexapeptid sowie TEV-

Schnittstelle (Hisg-
EcMenB)

Gibson Assembly
+
Restriktionsverdau

und Ligation

Template:
AtMenB-His6
Primer: O75, O76,
077,078
Restriktionsenzyme:
Ncol, BamHI
T4-DNA-Ligase
Vektoren: pRT100,
pET15b

Tabelle 21 Konstrukte fiir Erstellung der transgenen Linien

Name Verwendung Verwendetes Primer fiir PCR
Verfahren
OX-DHNS Uberexpressionslinie Golden Gate 083; 090
Assembly
shRNS 1 RNSi-Linie sh1 Gateway Cloning 098; 099
shRNS 2 RNSi-Linie sh2 Gateway Cloning 0100; O101
shRNS 3 RNSi-Linie sh3 Gateway Cloning 0102; 0103
XI1.1.4 Puffer:
Name Zusammensetzung Verwendung
His-Trap A 0,02 M Tris-HCI [pH 7.9]; | Zelllyse, Auftragen der Probe auf
0,5 M NaCl; die Sdule,
0,005 M Imidazol Waschen der Sdule; Gradient
His-Trap B 0,02 M Tris-HCI [pH 7.9]; Gradient; Waschen der Saule
0,5 M NaCl;
1 M Imidazol
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AIEX A —

0,01 M NaP1 [pH 8]

Zelllyse, Auftragen der Probe auf

DHNS/EcMenB die Sdule,

Waschen der Siule; Gradient
AIEX B — 0,01 M NaP1 [pH 8] Gradient; Waschen der Saule
DHNS/EcMenB 1 M Na(Cl

AIEX A — EcMenE

0,05 M Tris-HCI [pH 8]

Zelllyse, Auftragen der Probe auf
die Siule,

Waschen der Siule; Gradient

AIEX B — EcMenE

0,05 M Tris-HCI [pH 8]
1 M NaCl

Gradient; Waschen der Sdule

SEC 0,05 M NaP1 [pH 7] GroBlenausschlusschromatographie
0,3 M NaCl
Lagerungspuffer- 0,05 M NaPi [pH 7] Aufbewahrung der Proteine bet -
DHNS/EcMenB 0,3 M NaCl 80°C
4 % Glycerol
Lagerungspuffer- 0,1 M Tris-HCI [pH §] Aufbewahrung der Proteine bei -
EcMenE 0,3 M NaCl 80°C
4 % Glycerol
HPLC A 92 % 0,1 M KH,POy, [pH 5] | HPLC Gradient
8 % Methanol
HPLC B 50 % 0,1 M KH,POy, [pH 5] | HPLC Gradient
50 % Methanol
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XI1I.1.5 Primer:

# NAME Oligo

071 G6HisTEV_fwd_DHNS tegtcgeecttaaggatecctggoccteatg

072 G6HisTEV_rev_DHNS tgcaccctgaaaatacaggttttc

073 AtMenB_fwd acctgtattttcagggtocaatggeagatageaatgaac

074 AtMenB_rev ggoatccttaaggocgacgatgaaattty

075 G6HisTEV_fwd _EcB acgtaatccgtaaggatcectgggecteatg

076 G6HisTEV_rev_EcB gataaatcattgcaccctgaaaatacaggttttc

O77 EcMenB_fwd tcaggotocaatgatttatccggatgaag

078 EcMenB_rev gggatccttacggattacgtttgaatttg

083 AtmenBcDNA_rev_Bsal GAAGGTCTCTAGTTAGGTCGCCGGTGAAATTTAGAGAAG

090 AtmenBcDNA_fwd_Bsal GAAGGTCTCAGCAATGGCGGATTCCAATGAGCTTGG

095 EcMenB_HisDel_fwd CCATGGGCATTTATCCGGATGAAGCAATGCTGTATGCACC

096 AtMenB_HisDel_fwd CCATGGCAGATAGCAATGAACTGGGTAGCGCAAGCCGTCG

097 pET15b_rev CCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCCTTAAGG

098 shRNA_1_fwd TGCTTCGTCGATGGATGATAGATTCC

099 shRNA_1_rev TCACCACCACTGCAAAATGCTTTTG

0100 shRNA_2_fwd TGAAGGAGCTTATGCGTGCGTTTAATG

0101 shRNA_2_rev TAGGACCCGTTTGACCAAAAATCGC

0102 shRNA_3_fwd TGCCAAAGCCAGTTATTGCAATGGTAG

0103 shRNA_3_rev TCTCTGCACCATTTCACAGTTTCTTTCTCC

0119 pET15b_fwd CCATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTA
G

0120 pET15b_rev CTCGAGGATCCGGCTGCT

0121 EcMenE_fwd ttagcagccggatectcgag TTACTGCTGACGCTGAAC

0122 EcMenE_rev aagaaggagatataccatgg ATGATTTTTAGCGATTGGC

0123 Atlg60550_fwd 22acctcgagATGGCGGATTCCAATGAG

0124 At1g60550_rev gatccccggeg TTAAGGTCGCCGGTGAAATTTAG

0127 pET15b_His_fwd CTCGAGGATCCGGCTGCTAAC

0128 pET15b_His_rev CATATGGCTGCCGCGCGG

0129 EcMenE_His_fwd tgccgegeggcagecatatg ATTTTTAGCGATTGGCCG

0137 At5g64250_splice_fwd TGTTGCTGTAGGAGTAGACGC

0138 At5g64250_splice_rev CGGAAGAGACCTCCAGTCATC

0139 At3g08590_rev TTGTGCATCCCAACCTCGTT

0140 At3g08590_fwd GGTGCTAAGAGAATCCGCGT

o141 At5g67320_rev ACTCGCTATGTACTCCCCGT
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0142 At5g67320_fwd GCAGAACTCGGGAAGATGCT
0143 At5g64240_rev GACCATCGATCTCGTCTCCG
0144 At5g64240_fwd CTGCTTGAGCCTCTTCCCTC
0145 At5g48570_rev GACAGCCTTAGAAAGCGCAG
0146 At5g48570_fwd AGTATGAAGCTCGGCTTGAGG
0147 At5¢16930_rev CTTCCCTGTTCCTGGTGGAC
0148 At5¢16930_fwd AGGTCTAACCGCTCTTGCAG
0149 At5g11670_trev AAGGTCAAACGCATTGTGGT
0150 At5¢11670_fwd TCCTGCACGAATTCATGTGC
0151 At5g07880_rev CTCCGAGGCGTCCAAGAATC
0152 At5g07880_fwd GAAGCCCTCGGGAGGTAAAG
0153 Atdg15545_rev TCTCTCTGAAGTCTCTTGACAGT
O154 At4g15545_fwd TCGGATCTCCGGGAACTTCT
0155 At3g48980_rev TCGGAAGTAATCTGGGCACG
0156 At3g48980_fwd ATACCTCTGCAACGCACTCT
0157 At3¢25910_rev CAAGGCTTGCCTCACAACAC
0158 At3¢25910_fwd TCTCTCAATGAGGAGCCCGA
o161 At3g04120_rev ACACCAGTAGACTCAACAACGTA
0162 At3g04120_fwd CTTCGGTGAGAAGCCAGTCA
0163 At3¢03640_rev CCTCTGAAGGACTCGAGGTG
O164 At3¢03640_fwd CGTGGTGGATACGAGACTGG
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XIII. Mikrobiologische Methoden

Die verwendeten mikrobiologischen Methoden sind in folgendem Abschnitt zu einem
besseren Verstindnis kurz erldutert. Allgemein wurde sich an die Angaben und Methoden der

jeweiligen Hersteller der Kits und Enzyme gehalten.

Bei Abweichungen vom Standardprotokoll sind diese hier unter Angabe des betreffenden

Versuchs vermerkt.

XII1.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Verringerung von PCR-bedingten Fehlern wurde vornehmlich der Phusion® Hot Start
Flex 2X Master Mix [New England Biol.abs® Inc. aufgrund seiner Korrekturlese-Funktion

(eng. proof-reading) verwendet.

Ein allgemeines Pipettierschema der Reaktionsbedingungen findet sich Tabelle 22, ein Schema

des zugehorigen Programms des Thermozyklers ist aus Tabelle 23 zu entnehmen.

Die Empfehlungen des Herstellers wurden befolgt, jedoch erfolgten standardmiflige

Anpassungen, die in den Tabellen inkludiert sind.

Tabelle 22 Reaktionsanfban PCR it Phusion(R) Hot Start Flex 2x Master Mix [ verdandert nach Herstellerangaben)

Bestandteil Volumen fiir 50 ul Reaktion

Primer (Vorwirts) [10 pM] 25ul

Primer (Revers) [10 uM] 2.5ul

DMSO 1.5ul

2x Phusion Master Mix 25 ul

Template DNS 1 ng (bei Plasmiden), 100 ng (gDNS), 1ul (cDNS)
ddH>O (Nuklease frei) Auf 50 pl

Tabelle 23 Grundlegendes Programm des Thermozyklers fiir PCR mit Phusion(R) Hot Start Flex: 2x Master Mix: [verdndert nach
Herstellerangaben|

Schritt: Temperatur [°C] Dauer [Sekunden]
Denaturierung (initial) 98 30

98 7
30 Zyklen T = —Tm(f wd) ; Tm(rev) 20

72 20/kb ()
AbschlieBende Verlingerung 72 600
Halt// HOLD 4
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XIIL1.1.1. RT-PCR
Fir die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) galt es in einem ersten
Schritt mRNS in ¢cDNS umzuschreiben, um daraufthin eine PCR fiir die entsprechenden

Sequenzen durchzufihren.

Hierfir wurde das RevertAid Erststrang-cDNA-Synthesekit (ThermoScientific) gemil3 den
Herstellerangaben verwendet. Pro Synthese wurden 1 uM Poly-A-aufgereinigte mRNS

verwendet.

Fir die folgenden PCRs verwendete man von dieser cDNS-Bibliothek je 1 ul.

XII1.1.2 Klonierungen
XIIL.1.2.1. Golden Gate Assembly
Die Uberexpressionslinie wurde mittels Golden Gate Assembly erstellt. Das Vorgehen

orientierte sich hierbei an der Literatur der ersten Beschreibung des Verfahrens (Engler,

Kandzia & Marillonnet 2008).

Diese Methode erméglicht es gleichzeitig mehrere Fragmente in der vordefinierten

Reihenfolge eines modularen Systems in einen Vektor einzubringen.

Somit kann ein Fundus an Einzelmodulen aufgebaut werden und je nach Bedarf kombiniert

werden.
5 GGTCTCNNNNN 3°
3 CCAGAGNNNNN 5
P1 |
I _Modul A i | - .
P3 TR
l A B
" pa +Bsal
P5_, +DNS Ligase
il + Modulvektor
P7 “ pe * C D -
" < »
il ] < > ' ,
P8
v
’ ‘ o Vi
A B >
+ +Bsal Zusammengesetztes
Zielvektar + DNS Ligase Endprodukt
(Modul V)
'
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Modul Fragment Sequenz 5 Sequenz 3° Herkunft

A UBQ10 Promotor TGCC CAGA Modul-Bibliothek von Dr. A.
B Leerstelle CAGA GCAA Pfeiffer
C At1g60550 (cDNA) GCAA AACT PCR

Primer: O83, O90
Template: A.thaliana cDNA

D Stop codon AACT TGTG
UBQ10 Terminator TGTG ATTC

F Kanamycin  Resistenz | ATTC GAGC Modul-Bibliothek von Dr. A.
Pflanze Pfeiffer

\Y% Ruckgrat-Vector GAGC TGCC
pADPG67

XIIL1.2.2. Gibson Assembly

Das Grundprinzip des Gibson Assembly beruht auf dem Aneinanderfigen von
DNS-Doppelstringen die an ihren Enden jeweils einen Uberlapp aufweisen. Die hierfiir
verwendete Exonuklease T5 verdaut die 5-Enden der DNS-Doppelstringe und erzeugt somit
Uberhinge, die daraufhin zu einer Hybridisierung der DNS-Fragmente fithren (Gibson 2011).
Durch dieses Verfahren ist es somit moglich, dhnlich des Golden Gate Assembly, mehrere

DNS-Fragmente in einer definierten Reihenfolge innerhalb einer Reaktion zusammenzufithren.

Der Ablauf des Gibson Assembly ldsst sich in zwei Schritte unterteilen:

1. Erzeugen der DNS-Fragmente mittels Primern
a.  Die hierfir verwendete Primer weisen neben der Sequenz ihres
,»Zielfragments“ ebenso eine weitere Sequenz auf, die den Uberlapp zum
vorherigen und nichsten Fragment der Reihung erzeugt
2. Gibson Assembly

a. Zusammenfihren der DNS-Fragmente und Ablaufen der Reaktion

Fir das Verfahren des Gibson Assembly wurde das NEBuilder® HiFi DNA Assembly kit

verwendet. Die Durchfithrung beruhte auf den Herstellerangaben.
Das Primerdesign erfolgte mitte] NEBuilder.

XI11.1.2.3. Gateway Cloning

Die Gateway Cloning Technologie beruht auf einem aus dem Bakteriophagen A4 stammenden
Rekombinationssystem, die es dem Bakterienvirus ermoglicht seine DNS sequenzspezifisch in
das Genom von E.w/ zu integrieren und nach Vermehrung wieder zu desintegrieren.

Hierbei werden Sequenzabschnitte (,,Rekombinationsstellen®) verwendet, die mittels zweier
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Proteine spezifisch gespalten und darauthin miteinander verkntpft werden. Dies fihrt zum
Entstehen zwei neuer Rekombinationsstellen, die fiir die reverse Reaktion genutzt werden
(Landy & Ross 1977). Das Gateway-System macht diesen Rekombinationsmechanismus, unter
Adaption fur die Direktionalitit von DNS-Fragmenten, fur #-vitro Versuche nutzbar. Hierbei
werden anstatt einer Rekombinationsstelle pro DNS-Fragment zwei verwendet, die ihre
Entsprechung im Zielsystem finden.

Das von Invitrogen entwickelte System basiert hierbei auf zwei Schritten:

1. Erstellen des Eingangs-1"ektors, in dem die ,,Wertsequenz® von zwei der
Rekombinationsstellen eingerahmt wird.
2. Transferieren der Wertsequenz in den Zie/-1"ektor zum Erhalt des Zie/-Klons mittels der

Rekombinationsstellen.

Dieses System ermdglicht es, dhnlich dem Golden Gate Assembly, eine Bibliothek an Ezngangs-
und Zzel-V'ektoren zu erstellen, die untereinander kompatibel sind und somit eine schnelle
Anpassung zulassen.
Ein weiterer Vorteil des Systems ist die hohe positive Transformationsrate. Diese beruht auf
dem ,,Selbstmordgen® «dB, das innerhalb des Ziel-17ektors von den Rekombinationsstellen
eingerahmt wird. Findet die Rekombinationsreaktion nicht statt, so verbleibt das Gen im Zze/-

Vektor und induziert im Transformanten den Tod.

Fir das Gateway Cloning wurde der LR Clonase II Enzyme Mix nach Herstellerangaben

(Invitrogen) verwendet.

XII1.1.2.4. Restriktionsverdau und Ligation

Bei einem Restriktionsverdau wird DNS sequenzspezifisch mittels Enzymen geschnitten. Die
Methode findet einerseits Anwendung zur Analyse der Insertion von Fragmenten in ein Plasmid
(die durch den Verdau erzeugten Fragmente weisen unterschiedliche GroBen auf, die mittels
Agarosegel aufgetrennt und ausgewertet werden konnen). Andererseits ermoglicht sie,
unterschiedliche Fragmente mit Gbereinstimmenden Schnittstellen mittels des Enzyms Ligase

zu verkniipfen.

XII1.1.3 Proteinexpression

XIII.1.3.1. Protokoll BugBuster® Protein Extraction Reagent:

e Herstellen von Lysis-Puffer (5 ml)
o 5 ml BugBuster Losung [Merck Millipore]
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o 1.5 ul Benzonase® (250 U/pl) [ Sigma-Aldrich]
o Spatelspitze Lysozym aus Hithnereiweiss ( 23 kU/mg) [ Sigma-
Aldrich]
o 80 ul Protease Inhibitor Cocktail (1 Tablette cOmplete™,
Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail in 2 ml ddH,O
gelost) [Sigma-Aldrich]
e Resuspendieren von Pellet einer 2 ml Kultur in 500 ul Lysis-Puffer
durch wiederholtes pipettieren sowie leichtes vortexen
e Inkubieren der Probe unter leichtem Schitteln fir 30 min bei
Raumtemperatur
e Auftrennen von l6slichen und unléslichen Bestandteilen durch
Zentrifugation (16 000 x g, 5 min)

e Uberfiihren des Uberstands in frisches Reaktionsgefil3

XIIL.1.3.2. Proteinproduktion

e Volumen: 400 ml LB-Medium (in 21 Kolben)
e Temperaturregime: 37°C (Anzuchtphase) / 25 °C (Produktionsphase)
e Induktion mit 0.1 mM IPTG bei ODgooam 0,6 (~ 2,5 h nach Animpfen der Kolben)
e Ernte: 6 h nach Induktion mittels Zentrifugation (Pelletieren der Zellen); 1000 g; 30
min
e 35 g Pellets
XIIL1.4 Proteinreinigung

XII1.1.4.1. Zellaufschluss

Resuspendieren von Pellet in Puffer A (je nach Reinigungsmethodik; siche Tabelle
Puffer) = Volumen Puffer = 5 x Gewicht Pellet

Zusetzen von Lysozym, Benzonase und Protease Inhibitor Coktail wie bei
BugBuster® erwihnt

Ultraschall-Zellaufschluss Sonoplus MS 72; 6 min; 10 sec 100%; 40 sec 0%
French Pressure Cell: 1000 psi 4 Zyklen

Abtrennen von Zellfragmenten: Zentrifugation 90 min; 48254.4 x g

Verwenden des Lysats (Uberstand) in folgender Reinigungsmethodik
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XIII.1.4.2. Affinititschromatographie
Die Affinitdtschromatographie wurde sowohl im Kit-Design (Ni-NTA Fast Start Kit; Qiagen)

als auch mittels eines AKTAprime plus Systems (GE Healthcare) durchgefiihrt
(HisTrap FF 5 ml; Cytiva)

Die Aufreinigung mittels des Kits erfolgte auf Grundlage der Herstellerangaben.
Die Proteinreinigung mittels AKTAprime System basierte auf folgendem Programm:

1. Waschen von System und Siule

Laden von Probe auf Siule

Waschen der Sdule HisTrap (6 Sdulenvolumen)

Gradient 0 % HisTrap B = 50 % HisTrap B (10 Siulenvolumen)
Plateau 50 % HisTrap B (1 Sdulenvolumen)

Sprung auf 100 % HisTrap B mit Plateau (2 Sdulenvolumen)

N vk e

Sprung auf 0% HisTrap B und Waschen der Siule (4-5 Saulenvolumen)
o Fraktionssammlung erfolgte fiir die Schritte 2. — 6.:
* 2.& 3. 1 Sdulenvolumen pro Probe
* 4. - Y Siulenvolumen pro Probe

* 5. & 6.2 1 Sdulenvolumen pro Probe

XI11.1.4.3. Ionenaustauschchromatographie
Die Tonenaustauschchromatographie wurde mittels AKT Aprime plus Systems (GE Healthcare)
durchgefithrt (HiTrap Q XL 5 ml; Cytiva).

Die Proteinreinigung mittels AKTAprime System basierte auf folgendem Programm:

1. Waschen von System und Saule

Laden von Probe auf Siule

Waschen der Sdule AIEX A (6 Sdulenvolumen)

Gradient 0 % AIEX B = 40 % AIEX B (10 Sdulenvolumen)

Plateau 40 % AIEX B (1 Siulenvolumen)

Sprung auf 100 % AIEX B mit Plateau (2 Saulenvolumen)

Sprung auf 0% AIEX B und Waschen der Siule (4-5 Sdulenvolumen)

T A o

o Fraktionssammlung erfolgte fiir die Schritte 2. — 6.:
* 2.& 3. 1 Sdulenvolumen pro Probe
* 4. - Y Siulenvolumen pro Probe

* 5 & 6.2 1 Sdulenvolumen pro Probe
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XII1.1.4.4.

GroBenausschlusschromatographie

Die GroBenausschlusschromatographie wurde mittels AKTAprime plus Systems (GE
Healthcate) durchgefithrt (HiLoad 16/600 Superdex 200 prep grade; Cytiva).

Die Proteinreinigung mittels AKTAprime System basierte auf folgendem Programm:

1. Waschen von System und Séule

Laden der Probe auf Siule

2
3. 1 Sdulenvolumen Durchfluss
4

Austreten der Proteinfraktionen (iiber 2 Sdulenvolumen)

o Fraktionssammlung erfolgte fiir Schritt 4 ( 2,5 ml pro Fraktion)

XIV. Biochemische / Biophysikalische Methoden

XIV.11
XIV.1.1.1.

Enzymassay
Malachitgrin-Test

0sB

Pyrophosphatase

ATP
OSB-CoA AMP + PP,

/ Molybdat
A

[P;-Molybdat]

V Malachitgriin

Grlines Farbstoffsalz

Das nebenstehende Schema illustriert in groben
Zigen den Hintergrund des Malachitgriin-Tests.
Das Verfahren dient zum Nachweis von Phosphat
[PO;~] durch Komplexierung des Phosphats
mittels Molybdat zu
Dodekamolybdatphosphorsaure.

Durch Zugabe von Malachitgrin, das als Kation
bildet Niederschlag

(Farbstoffsalz), der Photometrisch bei 620 nm

dient, sich ein griiner

gemessen werden kann und somit als Maf3 fir die

[Absorption: 620650 nm] vorhandene Phosphatmenge dient (Altmann,
Firstenau, Gielewski & Scholz 1971)
Lanzetta-Reagenz (pro 50 ul | Bestandteil Konzentration
Reaktion)
7.5ul Malachitgriin 0.225%
25 ul Ammoniummolybdat (in 4N | 1%

Fir 30 min reagieren lassen
HC)

67,5 ul ddH2O
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0,38 ul Triton X 100 10% Nach 30 min hinzugeben,
nochmals 5 min

Reaktionszeit; dann Filtern

Z 100 pl

Pipettierschema Enzym-Reaktion:

Volumen Konzentration
Stocklésung Bestandteil Gelost in eingesetzt in | in Test
ul
200 mM Tris-HCI [pH 7.0] HO 5.00 20 mM
750 mM NaCl HO 10.00 150 mM
5 mM MgCl, HO 10.00 1 mM
2 mM OSB HO 1.50 0.06 mM
1.95 mM ATP HO 3.08 0.12 mM
1.5 mM CoA HO 4.00 0.12 mM
05U Pyrop_ase Tris-HCI [pH 7.0] 5.00 0.05U
H,O 1.42
Final 50.00
> 40.00
variabel EcMenE 10 variabel

Die Enzymreaktion wurde fir 5 min bei 30°C inkubiert und durch Zugabe von 100 pl Lanzetta-
Reagenz pro 50 ul Enzymreaktion gestoppt. Nach 30 min bei RT wurde die Absorption bei

620 nm gemessen.
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XIV.1.2

Gekoppelter Enzym-Assay
Pipettierschema Gekoppelter Enzym-Assay

Volumen Konzentration
Stocklésung Bestandteil Gelost in eingesetzt in | in Test

ul
1000 mM NaPi[pH7.0] H20 20 100 mM
750 mM NaCl H20 40 150 mM
5 mM MgCI2 H20 40 1 mM
1.95 mM ATP H20 123 0.12 mM
3.73 mM CoA H20 6.4 0.12 mM
500 mM HNaCO3 H20 4 10 mM
100 % DMSO 0.4 0.2 %
vatiabel EcMenE Lagerungspuffer Variabel 0.02 mM
(bspw. 0.96 mM) (4.2)
variabel DHNS Lagerunspuffer Variabel 0.004 mM
(bspw. 0.38 mM) 2.1)

ddH20 Vatriabel
(50.6)
Final 200 pl
> 180 pl
variabel OSB H20 20 ul Vatiabel
(0 - 0.2 mM)

Der  gekoppelte

Enzym-Assay  wurde

96-Lochplatten-Format

aufgenommen.

Die Detektion des Produkts DHNA-CoA erfolgte bei 392 nm mittels Microplate Reader
(CLARIOstar plus; BMGLabtech). Hierbei wurde iber 8 min alle 17 sec eine Messung

durchgefiihrt.

Zur Aufnahme der Inhibitonskinetik wurde der im Pipettierschema gefithrte Punkt ,,DMSO*

durch die jeweilige in DMSO geloste Wirkstofffraktion ersetzt; die Konzentration an DMSO

war somit konstant. Das Pipettierschema zeigt die Zusammensetzung eines Reaktionsgefil3es

der Platte. Fiir den Test wurde pro Platte je ein Mastermix bestehend aus allen Komponenten

bis auf das Substrat vorgelegt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von OSB gestartet, nach

Zugabe erfolgte eine kurze Durchmischung mittels Mikroplattenschiittler (10 sec; 60%

Leistung).
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XV. RNS-Sequenzierung
Fir das Erstellen der cDNS-Sequenzierbibliothek wurden folgende Kits verwendet.

Die Durchfithrung der einzelnen Schritte erfolgte nach Herstellerangaben.

RNeasy Midi Kit Qiagen
DNA-free Ambion
Superscript II Reverse Transcriptase Invitrogen

TruSeq Stranded mRNA LT Set A & Set B | Illumina

Agencourt AmpPure XP Fisher Scientific
NextSeq500 High-Output kit v2 (300 cycles) | Illumnia
Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent

Agilent High Sensitvity DNA Kit Agilent

Ablauf in Kirze: RNA-Extraktion (RNeasy Midi Kit)
DNase-Behandlung (DNA-free)

Messung von Konzentration und Qualititskontrolle (Bioanalyzer; Agilent RNA 6000 Nano Kit;
Nanodrop)

Erstellen der Sequenzierbibliothek (TruSeq Stranded mRNA LT Kit; AmpPure XP; SuperScript

IT Reverse Transcriptase)

Messung von Konzentration und Qualitit (Bioanalyzer; Agilent High Sensitivity DNA Kit;
Nanodrop)

Verdunnen der Bibliothek und Vorbereiten des NGS-Laufs (NextSeq500 High-Output kit v2
(300 cycles))
NGS-Lauf an Illumina NextSeq 500

XVI. Phytogenetische Methoden

XVIL11 Sterilisieren von Saatgut

Alle Schritte werden unter einem Laminarflow-Abzug durchgefihrt.

1. Einfillen von 20 mg (drei Spatelspitzen) in 1,5 ml Reaktionsgefil3
2. Hinzugeben von 1 ml 70% Ethanol, sowie aufwirbeln der Samen durch Invertieren
des Gefilles

3. Inkubation der Suspension fir 10 - 12 min; circa alle 2 min invertieren
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4. Abnehmen des 70 % Ethanol und hinzugeben von 1 ml von Ethanol absolut
(aufwirbeln der Samen durch invertieren)

5. Umgehendes Uberfithren des Inhalts des Reaktionsgefil3es auf steriles Filterpapier

6. Abtrocken der Samen auf Filterpapier

7. Abfillen der Samen in sterile Reaktionsgefille

XVI.1.2 Kultivierung von Arabidopsis thaliana (Wildtyp/transgene Pflanzen) auf

Nihrmedium

Fir die Tests auf Nahrmedium wurden sterilisierte Samen auf 2 MS-Medium ausgelegt und
ihre Keimung durch eine zweitigige Ruhephase bei 4°C synchronisiert. Daraufhin folgte eine
Wachstumsphase tber 14 Tage. (12 h Photoperiode)
Medium:

Murashige & Skoog Salze 2,15 g/1; MES 0,5 g/1; Gelrite® 3,5 g/1; pH 5.8 mit KOH

Die im Zuge der Tests der zn-vivo-Aktivitit verwendeten Wirkstoffe wurden zur besseren
Durchmischung in Reaktionsgefilen vorgelegt, mit Nihrmedium versetzt und nach

mehrfachem invertieren in die betreffenden BioAssay-Schalen tiberfiihrt.

XVI.1.3 Transformation von Pflanzen

Drei bis funft Arabidopsis thaliana Col-0 Samen werden pro Topf ausgelegt und mit einer 12 h
Photoperiode angezogen, bis die ersten Blitenstinde zu sehen sind. Diese Blitenstinde werden
gekappt um das Austreiben sekundirer Blitenstinde zu férdern. Sobald diese zu sehen sind und

sich kurz vor dem Offnen befinden sind die Pflanzen bereit zur Transformation.

Fir die Transformation wird eine 5 ml Vorkultur (LB-Medium; mit entsprechenden Selektions-
Antibiotika) mit einer Agrobacterinm Einzelkolonie angeimpft. Diese Vorkultur wird bei 28°C fur
48 h im Orbitalschiittler (140 Upm) angezogen. Daraufhin erfolgt das Animpfen der 100 ml
Hauptkultur mittels 100 pl der Vorkultur. Diese wird tiber Nacht bei 28°C im Orbitalschiittler
(140 Upm) angezogen und daraufhin mittels Zentrifugation pelletiert. Das resultierende Pellet

wird in 100 ml einer 5% Saccharose Losung resuspendiert.

Die resultierende Agrobacterium-Suspension wird in einer Schale vorgelegt und mit 0,03 % Silwet
versetzt. Darauthin taucht man die Pflanzen kopfiiber in die Suspension und schwenkt sie um
moglichst alle Bliten zu benetzen. Zur weiteren Erhchung der Benetzung der Blitenstinde
werden diese erneut mittels Einmalpipette betraufelt.
Darauthin werden die Topfe mit perforierten Folienbeuteln tiberzogen und bis zur Abreife der

Samen kultiviert.
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Zur Selektion der Samen, werden diese nach Sterilisation (siche Sterilisieren von Saatgut ) auf
Selektionsmedium  ausplattiert um  die  transgenen  Pflanzen zu  gewinnen.
Selektionsmedium:

Murashige & Skoog Salze 2,15 g/1 ; MES 0,5 g/l; Phytoblend 8 g/I; pH 5.8 mit KOH
+ 50 uM Kanamycin

XVI1.1.4 Entfarben von Samenschoten

e Pflanzenmaterial in einer Lésung aus 9 Teilen Ethanol und 1 Teil Essigsiure fixieren.
Pflanzengewebe durch Anlegen eines Vakuums infiltrieren. Alternativ in Losung
bei -20°C fiir zwei Tage lagern.

e  Gewebe zweimal mit 90% Ethanol waschen. 30 min Inkubation je Waschschritt

e Ansetzen der Chloralhydrat/Glycerin-Lésung
Mische 2,5 g Chloralhydrat pro Milliliter mit einer 30% Glycerin-Losung.

Mischen durch invertieren bis alle Kristalle aufgel6st sind.
CAVE: Volumen erhoht sich!

o Uberdecke Pflanzengewebe mit ausreichend Chloralhydrat/Glycerin-Losung.
Bei einem 1,5 ml Eppendorf-Gefil3 rechnet man ungefihr 500 pl.
Inkubation iiber mehrere Stunden.

e Aufbringen von Pflanzengewebe auf Objekttriger fiir Durchlichtmikroskopie.
Zugabe von austreichend Chloralhydrat/Glycerin-Losung um Gewebe zu bedecken.
Auflegen von Deckplittchen.

Referenzprotokoll siche (Berleth & Jurgens 1993)

XVII. Analytik

XVIIL.1.1 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPL.C)

Die verwendete Methode basierte auf dem Kapitel ,,Activity and Inhibition of Acetyl-CoA
Carboxylase Determined by HPLC (G. Paul)” des Buchs ,, Target assays for modern herbicides
and related phytotoxic compounds® (Béger & Sandmann 1993).

Puffer: HPLC A & HPLC B Siule: Merck LiChrospher 100 RP18 (5 um, 125 x 4 mm)
System: Hewlett Packard (Agilent) 1100 HPLC

Protokoll:
10 min isokratisch bei 0% HPLC B, 1 ml/min; 40 min linear zu 80 % HPLC B; 2 ml/min;
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3 min isokratisch bei 80 % HPLC B; 1 ml/min; 4 min linear zu 0% HPLC B; 2 ml/min;
5 min isokratisch bei 0% HPLC B; 1 ml/min Detektion: 260 nm / 392 nm

XVIII. Bioinformatische Methoden / Tools
Hardware Lenovo  ThinkPad | OMEN by HP
T470 Laptop 15-ceOxx
Betriebssystem Ubuntu 18.04.5 LTS | Windows 10 x064
(build 19042)

e Verwendete Packete in R

> sessionInfo()

R version 4.0.0 (2020-04-24)

Platform: x86_64-w64-mingw32/x64 (64-bit)
Running under: windows 10 x64 (build 19042)

Matrix products: default

locale:

[1] LC_COLLATE=German_Germany.1252 LC_CTYPE=German_Germany.1252 LC_M
ONETARY=German_Germany.1252

[4] LC_NUMERIC=C LC_TIME=German_Germany.1252

attached base packages:
[1] stats4 parallel stats graphics grbevices utils datasets
methods base

other attached packages:

[1] drc_3.0-1 MASS_7.3-51.6 dplyr_1.0.0
ensembldb_2.12.1

[5] AnnotationFilter_1.12.0 GenomicFeatures_1.40.0 AnnotationDbi_1.50.
0 Biobase_2.48.0

[9] eisaR_1.0.0 Rhisat2_1.4.0 QuasR_1.28.0
Rbowtie_1.28.0
[13] GenomicRanges_1.40.0 GenomeInfobb_1.24.0 IRanges_2.22.2
S4vectors_0.26.1
[17] BiocGenerics_0.34.0 edger_3.30.3 Timma_3.44.1
loaded via a namespace (and not attached):
[1] TH.data_1.0-10 colorspace_1.4-1 hwriter_1.3
elTlipsis_0.3.1
[5] rio_0.5.16 Xvector_0.28.0 rstudioapi_
0.11 bit64_0.9-7
[9] mvtnorm_1.1-1 codetools_0.2-16 splines_4.0
.0 Rsamtools_2.4.0
[13] dbplyr_1.4.4 png_0.1-7 SGSeq_1.22.
BiocManager_1.30.10
[17] comp11er 4.0.0 httr_1.4.1 assertthat_
Matrix_1.2-18
[21] 1azyeva1 0.2.2 prettyunits_1.1.1 tool1s_4.0.0
igraph_1.2.5
[25] glue_1.4.1 GenomeInfobbbata_1.2.3 rappdirs_0O.
3.1 ShortRead_1.46.0
[29] chp_1.0.4.6 carData_3.0-4 cellranger_
vctrs_0.3.0
[33] Biostrings_2.56.0 rtracklayer_1.48.0 stringr_1.4
openxlIsx_4.2.2
[37] Tifecycle_0.2.0 gtools_3.8.2 XML_3.99-0.
zlibbioc_1.34.0
[41] z00_1.8-8 scales_1.1.1 BSgenome_1.
56.0 variantAnnotation_1.34.0
[45] hms_0.5.3 ProtGenerics_1.20.0 SsummarizedE

xperiment_1.18.1 sandwich_3.0-0

164




[49] RcolorBrewer_1.1-2 curl_4.3 memoise_1.1

.0 biomaRt_2.44.0

[53] latticeExtra_0.6-29 stringi_1.4.6 RSQLite_2.2

.0 plotrix_3.7-8

[57] zip_2.1.1 BiocParallel_1.22.0 rlang_0.4.6

pkgconfig_2.0.3

[61] GenomicFiles_1.24.0 matrixStats_0.56.0 bitops_1.0-
Jattice_0.20-41

[65] purrr_0.3.4 GenomicAlignments_1.24.0 bit_1.1-15.
tidyselect_1.1.0

[69] magrittr_1.5 R6_2.4.1 generics_0.
RUNit_0.4.32

[73] multcomp_1.4-14 DelayedArray_0.14.0 DBI_1.1.0

pillar_1.4.4

[77] haven_2.3.1 foreign_0.8-80 survival_3.

1-12 abind_1.4-5

[81] RCurl_1.98-1.2 tibble_3.0.1 crayon_1l.3.

4 car_3.0-10

[85] BiocFileCache_1.12.0 jpeg_0.1-8.1 progress_1.

2.2 Tocfit_1.5-9.4

[89] grid_4.0.0 readx1_1.3.1 data.table_

1.13.0 blob_1.2.1

[93] forcats_0.5.0 digest_0.6.25 openss1_1.4
munsel1_0.5.0

[97] askpass_1.1

Der verwendete Ablauf der Auswertung wurde aus literaturbekannten Methoden erstellt. Im

folgenden seine die verwendeten Befehle aufgelistet und zur besseren Nachvollziehbarkeit
kommentiert (Michael Stadler 2020b, 2020a; Gaidatzis, Lerch, Hahne & Stadler 2015; Gaidatzis,
Burger, Florescu & Stadler 2015)

Trimmen der Sequenzen:

Tibrary(QuasR)

trim_report <- preprocessReads(filename = infile, filenameMate =
inMate, outputFilename = outF, outputFilenameMate = outM,
complexity = 0.6, nBases = 1L, clobj = makeCluster(detectCores()))

# variablen: infile: inputfile xx_Rl.fastq.gz; inmate: inputfile
XX_R2.fastq.gz; outF: outputfile xx_Rl_trimmed.fastq.gz: outM:
outputfile xx_R2_trimmed.fastq.gz; complexity: Faktor (entferne
Reads mit einer Dinucleotidkomplexitdt von complexity *
burchschnittskomplexitdt des humanen Genoms); nBases: Faktor
(entferne Reads mit mehr als nBases N-Basen) [Anmerkung: 1 == 1L;
numeric: 8 bytes/element, integer: 4 bytes/element]; clobj =
verwende Cluster fiir Verfahren; makeCluster(detectCores()):
Erstelle Cluster iliber alle verfiigharen Rechenkerne

Alignment der Sequenzen

# Toad libraries
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Tibrary(QuasR)
Tibrary(Rhisat2)

#define variables

genofile <- '../ref/Arabidopsis_thaliana.TAIR10.dna.toplevel.fa’'
#Fasta-File des A.thaliana Genoms
sampleFl <- '../Fastq.txt'

# Txt-File der pfade der fastq.gz.files (trimmed)

Format: FileNamel FileName2 SampleName (Tab-delimited)
gtf <- '../ref/Arabidopsis_thaliana.TAIR10.47.gtf’'
# gtf-file, Annotationsfile, Informationen lber Genstruktur des
Genoms (Exon,Intron,UTR)
sampleF2 <- '../Bam.txt'
# Txt-File der Pfade der resultierenden .bam files

# Cluster
Q_core <- makeCluster(detectCores())

proj <- gAlign(sampleFile = sampleFl, genome = genofile, aligner =
"Rhisat2", paired = "rf", splicedAlignment = T, geneAnnotation =
gtf, clobj = Q_core)
#Rhisat2: HISAT2-Aligner eingebunden in R;
paired = ,rf“ Information lber Orientierung der Readpaare
(Resultiert aus Sequenzierverfahren);
splicedAlignment: Reads die eine Exon-Schnittstelle Uberspannen
werden beriicksichtigt
write.table(alignments(proj)$genome, sampleF2,sep = '\t',
row.names = F)
align <- alignmentStats(proj)

Detektion von wirkstoffinduzierten Effekten auf Splei3ebene

# load libraries
Tibrary(QuasR)
Tibrary(eisaR)
Tibrary(ensembldb)

# Cluster
Q_core <- makeCluster(6L)

#make EDB from gff3 using ensdb
ensDbFromGtf(gtf ='../ref/Arabidopsis_thaliana.TAIR10.47.gtf"',
outfile = '../ref/Arabidopsis_thaliana.TAIR10.47.sqlite')

# Define variables
genofile <- '../ref/Arabidopsis_thaliana.TAIR10.dna.toplevel.fa'
sampleFl <- '../Bam.txt'

166



gtf <- '../ref/Arabidopsis_thaliana.TAIR10.47.gtf’
EDB <- EnsDb('../ref/Arabidopsis_thaliana.TAIR10.47.sqlite')

regS <- getRegionsFromTxDb(EDB)
# regS: extrahiert Exon und GeneBody-Regionen strangspezifisch aus
EDB-File, Uberlappende Gene auf selbem Strang werden exkludiert

proj <- gAlign(sampleFl, genome = genofile, paired = "rf")
# Da hier mit .bam-Files gearbeitet wird, muss kein Aligner
verwendet

werden; “Pseudo-Alignment” um proj-Datenbank zu erhalten

cntEx<- qCount(proj = proj,regS$exons, orientation = 'same', clobj
= Q_core)
# zahlt alle Reads die auf Exons entfallen,
orientation = ,same‘ zdhlt nur die Reads, die auf den codierenden
Strang entfallen
cntGb<- qCount(proj = proj,regs$genebodies, orientation = 'same',

clobj = Q_core)
# zah1lt alle Reads die auf GeneBody enfallen
cntInt<- cntGb_1lh - cntEx_1lh
# Die Differenz von GeneBody-Reads und Exon-Reads sind Reads die
auf

Introns entfallen
# Prepare Samples for EISA
Rex <- cnteEx[,c(2:7)]
Rin <- cntInt[,c(2:7)]
# Die erste Spalte von cntEX und cntInt gibt die Ldnge der Sequenz
an, diese wird fir die Analyse nicht bendétigt. Die DMSO-Proben
finden sich in Spalte 2-4, die der Psoromsdure in 5-7
cond <- factor(c(,DMSO", “DMSO”,”’DMSO”,”PS”,”PS”,”PS"))
# zuordnung der Proben zur ihren Bedingungen (DMSO oder
Psoromsaure)
resl <- runeISA(Rex, Rin, cond, method = "Gaidatzis2015")
# Die Methode “Gaidatzis2015” setzt die Detektionsparameter
basierend auf (Gaidatzis, Burger, Florescu & Stadler 2015), die
einzelnen Schritte des Detektionsverlaufs waren somit
nachvollziehbar
[https://www.bioconductor.org/packages/devel/bioc/vignettes/eisarR/
inst/doc/eisaR.html#7_Run_EISA_step-by-step]
# Speichern der Ergebnisse der Analyse im Tabellenformat
results <- resl$tab.ExtIn
# Signifikanz und vulkan-Plot
sig <- resl$tab.ExXIn$FDR < 0.05
#Setze Signifikanzniveau auf eine Falscherkennungsrate von 0.05
(5%) [standardmethode]
sig.dir <- sign(resl$tab.ExIn$logFC[sig])
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XIX.

cols <- ifelse(sig, ifelse(resl$tab.Exin$logFC > 0, "#FF5733",
"#5DADE2"), "#22222244™)
# volcano plot
plot(resl$tab.ExIn$logFC, -ToglO(resl$tab.ExIn$FDR), col = cols,
pch = 20,

xlab = expression(paste("RNA Anderung (log2
" Delta,"exon/",Delta,"intron)")),

ylab = "signifikanz (-1ogl0 FDR)")
abTineCh = -10g10(0.05), 1ty = 2)
abTine(v = 0, 1ty = 2)
text(x = par("usr")[1] + 3 * par("cxy")[1], y = par("usr")[4], adj
= c(0,D),

Tabels = sprintf("n=%d", sum(sig.dir == -1)), col =
"#5DADE2")
text(x = par("usr")[2] - 3 * par("cxy")[1], y = par("usr")[4], adj
=c(1,1),

Tabels = sprintf("n=%d", sum(sig.dir == 1)), col =
"#FF5733")

Erstellen von Homologie-Modell und Docking

Homologie-Modell:

Das Homologie-Modell erstellte man mittels robetta. Hierzu wurde die Aminosduresequenz in

die Website eigepflegt, darauthin erfolgte ein sequenzbasierter Suchlauf nach Homologen.

Das Programm lieferte finf Modelle, diese wurden basierend auf ihrem Angstrém Error

Estimate pro Position evaluiert und das Modell mit dem kleinsten Fehler gewihlt.

Nach laden des gewahlten Modells in Pymol, war es méglich dieses mit der Referenzstruktur

(3t88.pdb) auszurichten um somit das Homologie-Modell zu erhalten.

Docking:
o 1. Versuch:

Verwenden des in 3t88.pdb gebundenen Substrat-Analogons (SON) als
Referenzstruktur zum Docken des Inhibitors MOCB-CoA (Alternative
Substrate mittels SeeSar).
Ergebnis: Nur der CoA-Anteil zeigte einen teilweisen Uberlapp mit SON auf;
GroBteil des Molekiils wurde zufillig auf der Modell-Oberfliche angelagert.
- MOCB-CoA (3D-Struktur) wurde in-silico erstellt. Keine Elektronendichte-
Karte vorhanden.

o 2. Versuch:
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Modellierung von MOCB-CoA basierend auf der Elektronendichte-Karte von

SON.
Ausrichten des so erstellten Molekiils an 3t88.pdb.

Docken des resultierenden Molekiils in das Homologie-Modell

XX. Websites
Name URL Verwendung
TAIR https:/ /www.arabidopsis.org/index.jsp Analyse von Gen

und Transkript-

Sequenzen

NCBI Blast

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Identifikation

von Analoga

Uniprot https:/ /www.uniprot.org/ Analyse von
Proteinsequenzen
Clustal https:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ Multi-
Omzega Sequenzabgleich
robetta https:/ /robetta.baketlab.org/ Homologie-
Modellierung
Ensembl https://plants.ensembl.org/ Arabidopsis_thaliana/Info/Index | Beziehen von
Plants Annotation und
Referenzsequenz
fir A. thaliana
release 47
Isoelectric http:/ /isoelectric.org/ calculate.php Errechnen  des
Point Isoelektrischen
calcnlator Punkts
bioconductor | https:/ /www.bioconductot.org/ Beziehen von R-
Paketen
bioconda https:/ /bioconda.github.io/# Beziehen von

Python-Paketen
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XXI. Abkiirzungen

1,4-NQ
3'SS
5'SS
AAE14
ABA
ABC4
ADP
AMP
ATP
bp
BPS
cDNS
CoA

DHNA
DHNAT1 //
DHNAT?2

DHNS
DMSO
DNS
dsRNS
ECHID
EcMenB
EcMenE
EPSPS
Fd

FDR
FeS

FNR
oDNS
GDT

GMO

Hise-Tag
HPLC
ICS1 // ICS2
ITPG
KD

KO
LHC
mAU
MenA
MenB
MenC
MenD

1,4-Naphthoquinon-Derivate

3' SpleiB3-Stelle

5' SpleiB3-Stelle

OSB-CoA-Ligase (Pflanze)
Abszisinsdure

DHNA Phythyltransferase (Pflanze)
Adenosindiphosphat
Adenosinmonophosphat
Adenosintriphosphat

Basenpaare

Verzweigungsstelle

komplementire DNS (DNS-Abschrift der mRNS)
Koenzym A
1,4-Dihydroxy-2-naphthoat

DHNA-Thioesterase (Bakterium)
1,4-Dihydroxy-2-naphthoyl-CoA Synthase
Dimethylsulfoxid

Desoxytibonukleinsiure

doppelstringige RNS

Enoyl-CoA Hydratase/Isomerase D

E.coli Version der 1,4-Dihydroxy-2-naphthoyl-CoA Synthase
E.coli Version der OSB-CoA Ligase
5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase
Ferredoxin

Falscherkennungsrate

Eisen-Schwefel-Cluster

Ferredoxin-NADP*-Reduktase
genomische DNS
Globaler Distanz Test

gentechnisch modifizierter Organismus
Hexahistidin-Peptidsequenz zur Verwendung innerhalb der
Affinititschromatographie

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Isochorismate synthase (Pflanze)
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Knockdown

Knockout

Lichtsammelkomplex

tausendstel Absorptionseinheiten
DHNA Phythyltransferase (Bakterium)
DHNA-CoA Synthase (Bakterium)
OSB synthase (Bakterium)

SEPHCHC synthase (Bakterium)
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MenE

MenF
MENG
MenG/UbiE
MenH

Menl
MOCB
mRNS

NADPH // NADP+

NDC1
NMD
NTA

OD

OSB
PAINS
PC

PCR
PHYLLO

PP;
pra-mRINS
PRI

PTB

PTS2

RISC

RNS

RNSi

RNSi

ROS

rpm

RRM

rRNS
RT-PCR
SAM
SDS-PAGE
SEPHCHC
SHCHC
shRNS
siRNS
snRNP
SR-Proteine

OSB-CoA-Ligase (Bakterium)

Isochorismate synthase (Bakterium)
Demethylphylloquinone Methyltransferase (Pflanze)
Demethylphylloquinone Methyltransferase (Bakterium)
SHCHC synthase (Bakterium)

DHNA-Thioesterase (Bakterium)

Methyl 4-Oxo0-4-(4-Chlorophenyl)-2-butenoat
messengerRNS; Boten-RNS; Matrize der Translation
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
NAD(P)H-Dehydrogenase C1
Nonsene-vermittelter-Abbau

Nitrilotriessigsaure

Optischedichte

o-succinylbenzoat

pan assay z'_ﬂleffereme m;ﬂpouﬂdg

Plastocyanin

Polymerase-Kettenreaktion

Multifunktionales Enzym, Domanen von MenD, MenH,MenC (Pflanze)

Pyrophosphat

vorldufer der mRNS; Produkt der Transkription

Prozent retinierte Introns

Polypyrimindin-Trakt Bindeprot
Peroxisomales-Zielrichte-Signal Typ 2

RNS-induzierter Stilllege-IKKomplex

Ribonukleinsiure

Interferrierende RNS

RNS-Interferenz

Reaktive Sauerstoffspezies

revolutions per minute; Umdrehungen pro Minute; Drehzahl
RNS-Bindedomine

ribosomale RNS
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
S-Adenosylmethionine
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
5-Enolpyruvoyl-6-hydroxy-2-succinyl-cyclohex-3-en-1-carboxylat
(1R,6R)-6-hydroxy-2-succinylcyclohexa-2,4-diene-1-carboxylate
kleine haarnadelférmige RNS

kurzer intetferierende RNS

kleines zellkerneigenes Ribonukleoprotein

Serin/Arginin reiche Proteine
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Anhang

Anbang I Proteinsequenzabgleich DHINS, MenB

MENB MYCTU
DHNS ARATH
MENB_ECOLI
P73495 SYNY3

MENB_MYCTU
DHNS_ARATH
MENB_ECOLT
P73495 SYNY3

MENB MYCTU
DHNS_ARATH
MENB_ECOLI
P73495 SYNY3

MENB_MYCTU
DHNS_ARATH
MENB ECOLI
P73495 SYNY3

MENB MYCTU
DHNS_ARATH
MENB_ECOLT
P73495 SYNY3

MENB_MYCTU
DHNS_ARATH
MENB ECOLI
P73495 SYNY3

——————————————————————————————————— MVAPAGEQGRSSTALSDNPFDAKA-
MADSNELGSASRRLSVVTNHLIPIGFSPARADSVELCSASSMDDRFHKVHGEVPTHEVVI
—————————————————————————————————————————————————— MIYPDEAMLY

———-WRLVDGFDDLTDITYHRHVDDATVRVAFNRPEVRNAFRPHTVDELYRVLDHARMSP
KKTDFFGEGDNKEFVDIIYEKALDEGIAKITINRPERRNAFRPQTVKELMRAEFNDARDDS
APVEWH--DCSEGFEDIRYEKS-TDGIAKITINRPQVRNAFRPLTVKEMIQALADARYDD
—-—-MDWH--TAK-HYDDILYY-K-AGGIAKIVINRPHKRNAFRPQTVFELYDAFCNAREDN

KKk K .. kKK KkhkKkKkKkKk KKk K. . * K

DVGVVLLTGNGPSPKDGGWAFCSGGDQRIRGR-SGYQYASGDTADTVDVARAGRLHILEV

SVGVIILTGKG------ TKAFCSGGDQALRTQ-DGYA-—-—-—-—-—-———— DPNDVGRLNVLDL

NIGVIILTGAG------ DKAFCSGGDQKVRGDYGGYK-—===-—-———— DDSGVHHLNVLDF

RIGVVLLTGAGPH-SDGKYAFCSGGDQSVRGE-GGYI-—-—-—-—-—-——-— DDQGTPRLNVLDL
kk kAKX Kk kAKKAK 2Kk LKk *

e ke oKk o.

QRLIRFMPKVVICLVNGWAAGGGHSLHVVCDLTLASREYARFKQTDADVGSFDGGYGSAY
QVQIRRLPKPVIAMVAGYAVGGGHILHMVCDLTIAAD-NAIFGQTGPKVGSEFDAGYGSSI
QRQIRTCPKPVVAMVAGYSIGGGHVLHMMCDLTIAAD-NAIFGQTGPKVGSEFDGGWGASY
QRLIRSMPKVVIALVAGYAIGGGHVLHLVCDLTIAAD-NAIFGQTGPKVGSFDGGEFGSSY

* * K KKk K. ek ke s KkhkKkk Kkkeokkkk ok * kK kK KAk KkKAK Ko ke

LARQVGOKFAREIFFLGRTYTAEQMHOMGAVNAVAEHAELETVGLOWAAEINAKSPQAQR
MSRLVGPKKAREMWFMTREYTASEAEKMGLINTVVPLEDLEKETVKWCREILRNSPTAIR
MARIVGOKKAREIWFLCRQYDAKQALDMGLVNTVVPLADLEKETVRWCREMLONSPMALR
LARIVGQKKAREIWYLCRQYSAQEAERMGMVNTVVPVDRLEEEGIQWAKEILSKSPLAIR

e ek KAk kK Ak Kke oo kX Kk Kk . Kk ek ek * * ..k * . ek Kk KX Kk

MLKFAFNLLDDGLVGQQLFAGEATRLAYMTDEAVEGRDAFLOKRPPDWSPEFPRYF
VLKAALNAVDDGHAGLQGLGGDATLLFYGTEEATEGRTAYMHRRPPDFSKFHRRP
CLKAALNADCDGQAGLQELAGNATMLFYMTEEGQEGRNAFNQKRQPDFSKEFKRNP
CLKAAFNADCDGQAGLQELAGNATLLYYMTEEGSEGKQAFLEKRPPDFSQYPWLP

KKk ke Kk * * Kk ke Kkekk Kk Kk Kk eKk KKk e K. ek KKk ek

24

10

80
120
67
53

139
163
111
101

199
222
170
160

259
282
230
220

314
337
285
275
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e R-Skript: Enzymkinetik; nichtlineare Regressionsanalyse nach Michaelis-Menten

# import benotigter Pakete

>Tibrary(drc)

# variablen definieren

>S <- c(a,b,b,..) #substratkonzentrationen

>V <- c(va, Vb,Vc,..) # zugehdrige Reaktionsgeschwindigkeit (gemessen)
>df <- data.frame(s,V)

#Erstellen des Models

>model.mm <- drm(v~S, data = df, fct = MM.2()) #baut Model auf den Daten auf und
Tiefert vmax- (d:) und Km-wert (e:)

>summary (modeT . mm)

#Erstellen von Sequenz fiir Abbildung

mm.curve <- data.frame(s = seq(0, max(df$s), length.out = 100))
mm.curve$v <- predict(model.mm, newdata = mm.curve)
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Berechnung Bestimmtheitsmal3

1

Mittelwertgemessen: UV = N v;

n
Jj=1

n
Gesamtstreuung: SQ,:= Z(vj - 17)2

j=1

n
erklarte Streuung: SQ,.:= Z(x]- - 17)2

J=1

SQx
SQy

Bestimmtheitsmaf3: R? =
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Rohdaten gekoppelter Enzymassay
Pro Substratkonzentration (Spalten) wurden drei unabhangige Serien (iber 493 Sekunden (Zeilen) aufgenommen.
Die in Blau dargestellten Werte wurden nicht flr die Ermittlung der Kinetik verwendet.

o Ungehemmte Reaktion
5 10 30 60 120 200
0 -0.014 [-0.012 [-0.012 [-0.011 [-0.009 [-0.008 [-0.007 [-0.006 |-0.005 |-0.003 ] -8.3E-05]-0.001 [ 0.002 ] 0.000317 [ 0.002 | 0.000717 | 0.002 [ 0.001
17 [-0.012 |-0.012 [-0.011 |-0.009 [-0.006 |-0.006 [-0.003 |-0.002 |-0.00035 [0.004 |0.005 [0.003 [0.006 | 0.006 0.006 | 0.006 0.006 | 0.006
34 [-0.012 [-0.011 [-0.011 [-0.009*|-0.009* | -0.008* | -0.00072 | 0.000383 | 0.000783 [ 0.006 | 0.007 [ 0.005 [0.01 | 0.009 0.009 | 0.009 0.01 [0.008
51 |-0.01 [-0.009 [-0.01 [-0.007*]-0.006*[-0.007*]0.002 | 0.004 0.004 0.008 [0.011 | 0.009 [0.014[0.012 0.012 [ 0.014 0.013[0.01
68* [-0.00 |-001 [-0.01 |-0.007*[-0.007*]-0.008*[0.003 [0.004 0.004 0.011 [0.011 |0.011 [0.015[0.015 0.016 [ 0.016 0.014 [ 0.013
85* |-0.011 [-0.008 [-0.01 |-0.007*]-0.006* | -0.006* | 0.005 | 0.006 0.005 0.013 [0.015 [0.011 [0.019[0.018 0.018 [ 0.018 0.017 [ 0.015
102*[-0.011 [-0.01 [-0.01 [-0.006* [ -0.006* | -0.007* [ 0.005 [ 0.005 0.005 0.015 [0.016 | 0.014 [0.02 [0.019 0.02 [0.021 0.018 [ 0.019
119*[-0.013 [-0.008 [-0.011 [-0.009* [-0.005* [ -0.006* | 0.004 [ 0.007 0.006 0.015 [0.018 | 0.015 [0.022[0.021 0.022 [ 0.022 0.022 [ 0.019
136* [-0.011 [-0.009 [-0.009 |-0.008*[-0.004* |-0.005* | 0.006 [ 0.008 0.01 0.017 [0.018 | 0.016 [0.024 [0.024 0.024 [ 0.022 0.022 [ 0.022
153*[-0.012 [-0.01 [-0.01 [-0.007*|-0.006* [-0.007* | 0.007* [0.009* [ 0.01* 0.019*[0.02* | 0.019* [ 0.027 [ 0.026 0.025 [ 0.026 0.026 [ 0.027
170*[-0.012 [-0.009 [-0.01 [-0.008* | -0.006* [ -0.007* | 0.008* [ 0.01* 0.011* [0.02* [0.022* [0.021* | 0.029]0.028 0.028 [ 0.027 0.028 [ 0.027
187*[-0.013 [-0.01 [-0.009 [-0.008*|-0.006* [ -0.006* | 0.009* [0.01* 0.012* | 0.022*[0.024* [0.022*| 0.032[0.032 0.029 [ 0.03 0.03 [0.028
204*[-0.012 |-0.011 [-0.01 |-0.007*[-0.005*|-0.006* [ 0.011* [0.012* |0.012* [0.024*| 0.025* [0.024*[0.032 | 0.032 0.033[0.03 0.031 [ 0.029
221*[-0.00 | -0.009 [-0.01 |-0.005*[-0.006*|-0.005*[0.012* |0.016* |0.013* [0.027*|0.025* [0.026*[0.036 | 0.034 0.034 [ 0.034 0.034 [ 0.032
238* [ -0.012* | -0.009* [ -0.01* | -0.008* [ -0.005* | -0.005* [ 0.014* | 0.014* | 0.014* [ 0.026* | 0.028* [0.027* [ 0.037 | 0.036 0.036 | 0.035 0.037 [ 0.033
255* | -0.012* | -0.01* [-0.011* | -0.008* [ -0.006* | -0.006* | 0.014* [0.016* | 0.015* [ 0.03* | 0.03* 0.028* [ 0.038 | 0.04 0.038 [ 0.039 0.037 [ 0.034
272*[-0.012* | -0.011* [ -0.011* | -0.007* [ -0.006* | -0.004* [ 0.014* |0.015* | 0.015* [0.03* |0.031* [0.03* [0.043]0.041 0.041 [ 0.041 0.041 [ 0.036
289* [ -0.012* | -0.01* [-0.01* | -0.005* [ -0.006* | -0.004* [ 0.015* |0.016* | 0.016* [ 0.03* | 0.033* [0.03* [0.042]0.042 0.042 [ 0.041 0.042 [ 0.038
306* | -0.012* [ -0.009* [ -0.01* | -0.006* | -0.006* | -0.006* | 0.015* | 0.018* [ 0.018* [0.032* | 0.034* [0.032* [ 0.044 | 0.044 0.044 [ 0.044 0.044 [ 0.04
323*[-0.012* [ -0.01* [-0.01* |-0.006* | -0.007* | -0.005* | 0.016* |0.017* | 0.018* [ 0.034* | 0.036* | 0.034* [ 0.045 | 0.046 0.043 [ 0.045 0.046 | 0.041
340* | -0.013* [ -0.01* [-0.01* [-0.007* | -0.006* | -0.006* | 0.016* |0.019* [0.017* [0.036* | 0.036* | 0.036* | 0.047 | 0.046 0.046 | 0.046 0.046 | 0.042
357* | -0.012* [ -0.011* [ -0.012* | -0.007* | -0.006* | -0.005* | 0.018* | 0.018* | 0.019* | 0.037*|0.039* |0.037* [ 0.049 | 0.048 0.049 [ 0.049 0.048 [ 0.044
374* | -0.013* [ -0.012* [ -0.013* | -0.008* | -0.007* | -0.007* | 0.016* | 0.018* | 0.018* [ 0.038*| 0.038* | 0.036* [ 0.05 | 0.049 0.048 [ 0.048 0.051 | 0.047
391* [ -0.013* [ -0.01* [-0.012* [ -0.008* | -0.004* [ -0.007* [ 0.019* [0.021* [0.019* [0.04* |0.042* [0.04* [0.054 | 0.051 0.051 [ 0.05 0.052 [ 0.047
408* | -0.013* [ -0.012* [ -0.012* | -0.008* | -0.007* | -0.007* [ 0.018* | 0.018* | 0.018* [0.04* | 0.041* [0.039*[0.055 | 0.052 0.051 [ 0.052 0.052 [ 0.047
425* | -0.014* [ -0.014* | -0.014* | -0.009* | -0.007* | -0.008* [ 0.016* | 0.017* [ 0.019* [0.04* |0.041* [0.04* [0.055 | 0.053 0.054 [ 0.051 0.054 | 0.048
442* | -0.015* [ -0.013* | -0.014* | -0.008* | -0.006* | -0.008* | 0.018* | 0.019* | 0.019* | 0.041*| 0.042* [0.042* [ 0.056 | 0.055 0.055 | 0.053 0.055 | 0.05
459* | -0.014* [ -0.013* [ -0.013* | -0.008* | -0.007* | -0.008* | 0.019* [ 0.021* | 0.019* [ 0.044*| 0.043* [0.043*[0.058 | 0.056 0.056 | 0.056 0.056 | 0.05
476* | -0.016* | -0.015* | -0.015* | -0.008* | -0.007* | -0.009* [ 0.019* [ 0.019* [ 0.019* [ 0.042* | 0.043* [0.042*[0.059 | 0.057 0.058 | 0.056 0.056 | 0.053
493* | -0.016* | -0.012* [ -0.013* | -0.008* | -0.008* | -0.009* | 0.018* [ 0.019* [ 0.019* [ 0.044*| 0.044* [0.043*[0.06 | 0.059 0.059 [ 0.059 0.059 [ 0.053
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o 250 uM MOCB-CoA

10

30

60

120

200

O*

0.012

0.02

0.016

0.017

0.017

0.018

0.021

0.021

0.022

0.028

0.029

0.026

0.028

0.028

0.029

0.028

0.03

0.03

17

0.015

0.017

0.016

0.024

0.019

0.018

0.024

0.026

0.025

0.032

0.031

0.03

0.033

0.033

0.034

0.032

0.034

0.036

34

0.016

0.02

0.018

0.027

0.023

0.021

0.026

0.031

0.027

0.036

0.037

0.034

0.038

0.038

0.037

0.038

0.04

0.039

51

0.016

0.019

0.018

0.028

0.021

0.024

0.029

0.03

0.028

0.038

0.038

0.037

0.04

0.04

0.041

0.039

0.044

0.043

68

0.016*

0.019*

0.016*

0.03*

0.021*

0.022*

0.03*

0.032*

0.03*

0.042

0.04

0.038

0.044

0.041

0.045

0.043

0.046

0.046

85

0.017*

0.018*

0.015*

0.03*

0.021*

0.021*

0.03*

0.032*

0.031*

0.041

0.043

0.04

0.045

0.045

0.046

0.044

0.051

0.047

102*

0.016*

0.019*

0.017*

0.028*

0.022*

0.021*

0.032*

0.035*

0.034*

0.044*

0.044*

0.042*

0.047*

0.046*

0.048*

0.05*

0.052*

0.052*

119*

0.014*

0.018*

0.016*

0.027*

0.023*

0.02*

0.034*

0.035*

0.035*

0.048*

0.044*

0.045*

0.05*

0.049*

0.049*

0.051*

0.054*

0.054*

136*

0.016*

0.018*

0.018*

0.029*

0.021*

0.02*

0.034*

0.035*

0.034*

0.049*

0.048*

0.046*

0.053*

0.052*

0.053*

0.055*

0.056*

0.057*

153*

0.017*

0.021*

0.02*

0.035*

0.024*

0.022*

0.036*

0.037*

0.036*

0.052*

0.051*

0.049*

0.054*

0.055*

0.056*

0.056*

0.06*

0.062*

170*

0.017*

0.018*

0.018*

0.038*

0.022*

0.022*

0.037*

0.039*

0.037*

0.053*

0.053*

0.051*

0.058*

0.056*

0.057*

0.059*

0.062*

0.061*

187*

0.016*

0.019*

0.017*

0.04*

0.022*

0.023*

0.038*

0.04*

0.039*

0.056*

0.053*

0.052*

0.06*

0.06*

0.06*

0.059*

0.065*

0.065*

204*

0.016*

0.019*

0.019*

0.037*

0.025*

0.028*

0.039*

0.041*

0.041*

0.059*

0.055*

0.054*

0.064*

0.061*

0.064*

0.062*

0.065*

0.068*

221*

0.017*

0.018*

0.016*

0.03*

0.023*

0.036*

0.039*

0.04*

0.04*

0.058*

0.056*

0.055*

0.063*

0.063*

0.064*

0.062*

0.068*

0.069*

238*

0.017*

0.019*

0.018*

0.028*

0.025*

0.029*

0.042*

0.043*

0.042*

0.058*

0.058*

0.059*

0.065*

0.066*

0.067*

0.066*

0.071*

0.07*

255*

0.014*

0.018*

0.016*

0.026*

0.024*

0.022*

0.042*

0.042*

0.04*

0.06*

0.06*

0.057*

0.066*

0.066*

0.068*

0.066*

0.073*

0.071*

272

0.014*

0.016*

0.016*

0.026*

0.024*

0.024*

0.043*

0.043*

0.041*

0.062*

0.061*

0.057*

0.068*

0.069*

0.07*

0.068*

0.075*

0.072*

289*

0.015*

0.018*

0.016*

0.027*

0.022*

0.024*

0.041*

0.042*

0.045*

0.06*

0.059*

0.058*

0.068*

0.068*

0.073*

0.069*

0.076*

0.073*

306*

0.014*

0.016*

0.015*

0.027*

0.028*

0.02*

0.041*

0.042*

0.049*

0.06*

0.059*

0.06*

0.068*

0.068*

0.07*

0.07*

0.076*

0.075*

323*

0.012*

0.015*

0.014*

0.027*

0.02*

0.022*

0.04*

0.043*

0.051*

0.061*

0.06*

0.058*

0.07*

0.07*

0.072*

0.07*

0.079*

0.078*

340*

0.012*

0.013*

0.013*

0.028*

0.018*

0.018*

0.04*

0.042*

0.046*

0.063*

0.06*

0.06*

0.07*

0.071*

0.074*

0.072*

0.079*

0.076*

357*

0.01*

0.014*

0.012*

0.029*

0.018*

0.019*

0.039*

0.042*

0.044*

0.062*

0.061*

0.061*

0.073*

0.072*

0.074*

0.073*

0.078*

0.078*

374*

0.011*

0.014*

0.012*

0.027*

0.017*

0.02*

0.042*

0.042*

0.051*

0.065*

0.062*

0.062*

0.072*

0.073*

0.076*

0.074*

0.08*

0.079*

391*

0.009*

0.013*

0.011*

0.031*

0.019*

0.018*

0.04*

0.042*

0.052*

0.063*

0.061*

0.062*

0.074*

0.074*

0.078*

0.075*

0.08*

0.081*

408*

0.009*

0.012*

0.01*

0.036*

0.018*

0.016*

0.042*

0.043*

0.041*

0.063*

0.063*

0.062*

0.076*

0.076*

0.079*

0.077*

0.084*

0.083*

425*

0.009*

0.012*

0.007*

0.036*

0.018*

0.017*

0.041*

0.043*

0.041*

0.065*

0.064*

0.065*

0.075*

0.076*

0.078*

0.077*

0.084*

0.083*

442*

0.01*

0.014*

0.01*

0.035*

0.017*

0.019*

0.041*

0.044*

0.043*

0.064*

0.065*

0.064*

0.077*

0.078*

0.08*

0.079*

0.085*

0.084*

459*

0.01*

0.011*

0.009*

0.032*

0.017*

0.016*

0.04*

0.042*

0.046*

0.066*

0.065*

0.064*

0.078*

0.079*

0.08*

0.079*

0.086*

0.084*

476*

0.007*

0.011*

0.009*

0.024*

0.015*

0.017*

0.041*

0.043*

0.048*

0.066*

0.064*

0.063*

0.078*

0.078*

0.08*

0.079*

0.085*

0.086*

493*

0.008*

0.009*

0.008*

0.025*

0.017*

0.016*

0.041*

0.042*

0.048*

0.066*

0.065*

0.066*

0.078*

0.08*

0.084*

0.081*

0.087*

0.088*
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o 500 uM MOCB-CoA

5 10 30 60 120 200
0 -0.024* | -0.022* | -0.023* | -0.026* | -0.021* | -0.022* | -0.02* -0.017* ]-0.019* |-0.016* |-0.015* |-0.014* |-0.014*]|-0.012* |-0.013*]|-0.013*]|-0.012* |-0.012*
17 |1-0.01* |-0.022*|-0.023*|-0.022 |-0.017 |-0.02 |-0.016* |-0.013* |-0.016* |-0.011* |-0.01* -0.011* |-0.007*|-0.009* |-0.008* | -0.007* | -0.008* | -0.006*
34 |-0.011*]|-0.022* | -0.019* | -0.023 | -0.019 |-0.023 |-0.014 -0.015 -0.016 -0.009 -0.009 -0.01 -0.006 | -0.005 -0.006 | -0.006* | -0.006 -0.004
51 ]-0.01* |-0.022*|-0.022*|-0.021 |-0.019 |-0.02 |-0.014 -0.013 -0.012 -0.007 -0.006 -0.007 -0.002 | -0.002 -0.003 | -0.001* | -0.00092 | -0.001
68 |-0.015*|-0.021* | -0.021* | -0.02 | -0.017 [-0.019 |-0.01 -0.01 -0.012 -0.003 -0.004 -0.004 0.001 | 0.000467 | 0.002 |0.002* | 0.004 0.00096667*
85 [-0.02* |-0.02* |-0.02* |-0.018 |-0.017 |-0.019 |-0.011 -0.008 -0.01 -0.002 -0.00073 | 6.67E-05 | 0.004 | 0.004 0.004 |0.004* | 0.004 0.004
102 |-0.02* |-0.021*]|-0.022* | -0.018* | -0.018* | -0.019* | -0.008 -0.006 -0.009 3.33E-05 | 0.003 0.000633 | 0.006 | 0.006 0.005 |0.007 |0.008 0.006
119 |-0.02* |-0.021* | -0.019* | -0.019* | -0.018* | -0.017* | -0.007 -0.004 -0.008 0.003 0.002 0.002 0.01 0.009 0.006 [0.011 [0.01 0.01
136 | -0.02* |-0.022*|-0.021* | -0.02* |-0.019*|-0.018* | -0.008 -0.004 -0.007 0.003 0.005 0.004 0.011 |0.01 0.008 |0.011 [0.01 0.011
153 |-0.021*]-0.021* | -0.022* | -0.019* | -0.017* | -0.017* | -0.007 -0.005 -0.006 0.005 0.007 0.006 0.012 ]0.011 0.011 |0.014 |0.012 0.014
170* | -0.02* | -0.022* | -0.021* | -0.019* | -0.016* | -0.019* | -0.007 -0.003 -0.007 0.007 0.006 0.006 0.013 |0.014 0.011 [0.015 [0.015 0.015
187* | -0.007* | -0.025* | -0.022* | -0.019* | -0.016* | -0.019* | -0.006 -0.004 -0.005 0.007 0.008 0.006 0.015 [0.015 0.013 |0.015 |0.016 0.017
204* | -0.013* | -0.023* | -0.021* | -0.019* | -0.018* | -0.017* | -0.005 -0.003 -0.004 0.01 0.01 0.01 0.016 |0.018 0.016 [0.019 [0.018 0.018
221* | -0.021* | -0.022* | -0.022* | -0.017* | -0.017* | -0.017* | -0.004 -0.002 -0.005 0.01 0.012 0.01 0.021 ]0.019 0.017 ]0.022 |0.02 0.02
238* | -0.018* | -0.022* | -0.021* | -0.017* | -0.018* | -0.018* | -0.002 -0.00078 | -0.003 0.012 0.013 0.012 0.022 |0.022 0.018 |0.022 |0.022 0.022
255* | -0.015* | -0.023* | -0.022* | -0.018* | -0.018* | -0.018* | -0.004 -0.00053 | -0.003 0.013 0.015 0.013 0.022 ]0.022 0.022 [0.024 |0.024 0.023
272*]-0.019* | -0.02* |-0.021* | -0.016* | -0.016* | -0.018* | -0.003 0.001 -0.002 0.014 0.016 0.015 0.026 | 0.026 0.022 |0.028 |0.026 0.026
289* | -0.021* | -0.021* | -0.022* | -0.018* | -0.016* | -0.017* | -0.002 0.002 0.00075 |0.017 0.016 0.016 0.024 |0.026 0.024 |0.028 |0.027 0.028
306* | -0.022* | -0.021* | -0.021* | -0.017* | -0.016* | -0.013* | -0.00062 | 0.001 -1.7E-05 | 0.018 0.019 0.017 0.027 ]0.028 0.024 [0.028 |0.028 0.029
323* | -0.022* | -0.022* | -0.021* | -0.017* | -0.017* | -0.016* | -0.00015 | 0.002 0.00005 |0.017 0.019 0.016 0.027 |0.028 0.027 ]0.03 0.029 0.031
340* | -0.014* | -0.022* | -0.021* | -0.018* | -0.017* | -0.013* | 0.000917 | 0.002 -8.3E-05 | 0.02 0.021 0.018 0.03 0.031 0.028 [0.034 [0.031 0.032
357* | -0.01* |-0.02* |-0.021*|-0.017*|-0.017*|-0.016* | 0.002 0.000983 | 0.002 0.021 0.021 0.02 0.032 | 0.03 0.029 [0.035 |0.032 0.035
374* | -0.01* | -0.023* | -0.022* | -0.018* | -0.018* | -0.018* | 0.00065 | 0.001 0.002 0.02 0.022 0.019 0.031 |0.031 0.03 0.034 |0.034 0.034
391* | -0.017* | -0.021* | -0.022* | -0.018* | -0.017* | -0.018* | 0.002 0.003 0.000667 | 0.021 0.022 0.019 0.032 |0.033 0.031 [0.036 |0.034 0.035
408* | -0.02* | -0.02* |-0.021* | -0.018* | -0.016* | -0.016* | 0.001 0.005 0.004 0.024 0.023 0.022 0.035 | 0.036 0.035 |0.038 |0.036 0.038
425* | -0.021* | -0.022* | -0.022* | -0.017* | -0.017* | -0.016* | 0.003 0.006 0.004 0.022 0.024 0.022 0.036 | 0.036 0.035 |0.038 |0.037 0.037
442* | -0.017* | -0.021* | -0.022* | -0.017* | -0.016* | -0.016* | 0.004 0.004 0.004 0.026 0.026 0.024 0.037 ]0.038 0.036 | 0.04 0.039 0.041
459* | -0.016* | -0.022* | -0.023* | -0.018* | -0.016* | -0.017* | 0.003 0.006 0.003 0.026 0.026 0.024 0.039 |0.039 0.036 | 0.042 |0.038 0.042
476* | -0.016* | -0.02* |-0.021* | -0.017* | -0.014* | -0.018* | 0.006 0.008 0.006 0.028 0.028 0.026 0.04 0.04 0.038 | 0.043 [0.041 0.043
493* | -0.019* | -0.021* | -0.02* | -0.017* | -0.016* | -0.017* | 0.006 0.007 0.004 0.029 0.029 0.026 0.04 0.041 0.038 |0.045 |0.043 0.043
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o 1000 uM MOCB-CoA

5 10 30 60 120 200
0 -0.024* | -0.022* | -0.023* | -0.026* | -0.021* | -0.022* | -0.02* -0.017* ]-0.019* |-0.016* |-0.015* |-0.014* |-0.014*]|-0.012* |-0.013*]|-0.013*]|-0.012* |-0.012*
17 |1-0.01* |-0.022*|-0.023*|-0.022 |-0.017 |-0.02 |-0.016* |-0.013* |-0.016* |-0.011* |-0.01* -0.011* |-0.007*|-0.009* |-0.008* | -0.007* | -0.008* | -0.006*
34 |-0.011*]|-0.022* | -0.019* | -0.023 | -0.019 |-0.023 |-0.014 -0.015 -0.016 -0.009 -0.009 -0.01 -0.006 | -0.005 -0.006 | -0.006* | -0.006 -0.004
51 ]-0.01* |-0.022*|-0.022*|-0.021 |-0.019 |-0.02 |-0.014 -0.013 -0.012 -0.007 -0.006 -0.007 -0.002 | -0.002 -0.003 | -0.001* | -0.00092 | -0.001
68 |-0.015*|-0.021* | -0.021* | -0.02 | -0.017 [-0.019 |-0.01 -0.01 -0.012 -0.003 -0.004 -0.004 0.001 | 0.000467 | 0.002 |0.002* | 0.004 0.00096667*
85 [-0.02* |-0.02* |-0.02* |-0.018 |-0.017 |-0.019 |-0.011 -0.008 -0.01 -0.002 -0.00073 | 6.67E-05 | 0.004 | 0.004 0.004 |0.004* | 0.004 0.004
102 |-0.02* |-0.021*]|-0.022* | -0.018* | -0.018* | -0.019* | -0.008 -0.006 -0.009 3.33E-05 | 0.003 0.000633 | 0.006 | 0.006 0.005 |0.007 |0.008 0.006
119 |-0.02* |-0.021* | -0.019* | -0.019* | -0.018* | -0.017* | -0.007 -0.004 -0.008 0.003 0.002 0.002 0.01 0.009 0.006 [0.011 [0.01 0.01
136 | -0.02* |-0.022*|-0.021* | -0.02* |-0.019*|-0.018* | -0.008 -0.004 -0.007 0.003 0.005 0.004 0.011 |0.01 0.008 |0.011 [0.01 0.011
153 |-0.021*]-0.021* | -0.022* | -0.019* | -0.017* | -0.017* | -0.007 -0.005 -0.006 0.005 0.007 0.006 0.012 ]0.011 0.011 |0.014 |0.012 0.014
170* | -0.02* | -0.022* | -0.021* | -0.019* | -0.016* | -0.019* | -0.007 -0.003 -0.007 0.007 0.006 0.006 0.013 |0.014 0.011 [0.015 [0.015 0.015
187* | -0.007* | -0.025* | -0.022* | -0.019* | -0.016* | -0.019* | -0.006 -0.004 -0.005 0.007 0.008 0.006 0.015 [0.015 0.013 |0.015 |0.016 0.017
204* | -0.013* | -0.023* | -0.021* | -0.019* | -0.018* | -0.017* | -0.005 -0.003 -0.004 0.01 0.01 0.01 0.016 |0.018 0.016 [0.019 [0.018 0.018
221* | -0.021* | -0.022* | -0.022* | -0.017* | -0.017* | -0.017* | -0.004 -0.002 -0.005 0.01 0.012 0.01 0.021 ]0.019 0.017 ]0.022 |0.02 0.02
238* | -0.018* | -0.022* | -0.021* | -0.017* | -0.018* | -0.018* | -0.002 -0.00078 | -0.003 0.012 0.013 0.012 0.022 |0.022 0.018 |0.022 |0.022 0.022
255* | -0.015* | -0.023* | -0.022* | -0.018* | -0.018* | -0.018* | -0.004 -0.00053 | -0.003 0.013 0.015 0.013 0.022 ]0.022 0.022 [0.024 |0.024 0.023
272*]-0.019* | -0.02* |-0.021* | -0.016* | -0.016* | -0.018* | -0.003 0.001 -0.002 0.014 0.016 0.015 0.026 | 0.026 0.022 |0.028 |0.026 0.026
289* | -0.021* | -0.021* | -0.022* | -0.018* | -0.016* | -0.017* | -0.002 0.002 0.00075 |0.017 0.016 0.016 0.024 |0.026 0.024 |0.028 |0.027 0.028
306* | -0.022* | -0.021* | -0.021* | -0.017* | -0.016* | -0.013* | -0.00062 | 0.001 -1.7E-05 | 0.018 0.019 0.017 0.027 ]0.028 0.024 [0.028 |0.028 0.029
323* | -0.022* | -0.022* | -0.021* | -0.017* | -0.017* | -0.016* | -0.00015 | 0.002 0.00005 |0.017 0.019 0.016 0.027 |0.028 0.027 ]0.03 0.029 0.031
340* | -0.014* | -0.022* | -0.021* | -0.018* | -0.017* | -0.013* | 0.000917 | 0.002 -8.3E-05 | 0.02 0.021 0.018 0.03 0.031 0.028 [0.034 [0.031 0.032
357* | -0.01* |-0.02* |-0.021*|-0.017*|-0.017*|-0.016* | 0.002 0.000983 | 0.002 0.021 0.021 0.02 0.032 | 0.03 0.029 [0.035 |0.032 0.035
374* | -0.01* | -0.023* | -0.022* | -0.018* | -0.018* | -0.018* | 0.00065 | 0.001 0.002 0.02 0.022 0.019 0.031 |0.031 0.03 0.034 |0.034 0.034
391* | -0.017* | -0.021* | -0.022* | -0.018* | -0.017* | -0.018* | 0.002 0.003 0.000667 | 0.021 0.022 0.019 0.032 |0.033 0.031 [0.036 |0.034 0.035
408* | -0.02* | -0.02* |-0.021* | -0.018* | -0.016* | -0.016* | 0.001 0.005 0.004 0.024 0.023 0.022 0.035 | 0.036 0.035 |0.038 |0.036 0.038
425* | -0.021* | -0.022* | -0.022* | -0.017* | -0.017* | -0.016* | 0.003 0.006 0.004 0.022 0.024 0.022 0.036 | 0.036 0.035 |0.038 |0.037 0.037
442* | -0.017* | -0.021* | -0.022* | -0.017* | -0.016* | -0.016* | 0.004 0.004 0.004 0.026 0.026 0.024 0.037 ]0.038 0.036 | 0.04 0.039 0.041
459* | -0.016* | -0.022* | -0.023* | -0.018* | -0.016* | -0.017* | 0.003 0.006 0.003 0.026 0.026 0.024 0.039 |0.039 0.036 | 0.042 |0.038 0.042
476* | -0.016* | -0.02* |-0.021* | -0.017* | -0.014* | -0.018* | 0.006 0.008 0.006 0.028 0.028 0.026 0.04 0.04 0.038 | 0.043 [0.041 0.043
493* | -0.019* | -0.021* | -0.02* | -0.017* | -0.016* | -0.017* | 0.006 0.007 0.004 0.029 0.029 0.026 0.04 0.041 0.038 |0.045 |0.043 0.043
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o 2000 pM MOCB-CoA

10

30

60

120

200

O*

0.02

0.019

0.019

0.018

0.021

0.022

0.02

0.023

0.024

0.026

0.028

0.026

0.026

0.026

0.027

0.027

0.027

0.028

17*

0.02

0.021

0.017

0.02

0.021

0.022

0.023

0.024

0.023

0.027

0.028

0.026

0.029

0.03

0.031

0.03

0.031

0.03

34*

0.018

0.021

0.02

0.021

0.022

0.02

0.023

0.025

0.024

0.03

0.029

0.03

0.031

0.031

0.032

0.033

0.033

0.032

51

0.018

0.02

0.019

0.022

0.022

0.02

0.024

0.025

0.026

0.031

0.03

0.03

0.033

0.034

0.035

0.035

0.035

0.034

68

0.021

0.025

0.02

0.021

0.023

0.022

0.025

0.028

0.028

0.031

0.032

0.031

0.036

0.037

0.036

0.038

0.036

0.036

85

0.024

0.022

0.021

0.023

0.025

0.024

0.028

0.027

0.029

0.034

0.034

0.034

0.038

0.039

0.04

0.04

0.04

0.04

102

0.023

0.026

0.02

0.023

0.027

0.025

0.03

0.03

0.028

0.035

0.035

0.035

0.041

0.041

0.041

0.042

0.042

0.042

119

0.02

0.024

0.021

0.021

0.024

0.022

0.027

0.029

0.03

0.036

0.036

0.036

0.041

0.04

0.041

0.043

0.043

0.042

136

0.021

0.024

0.021

0.023

0.024

0.023

0.03

0.032

0.031

0.038

0.04

0.036

0.043

0.042

0.042

0.043

0.046

0.043

153

0.022

0.024

0.021

0.023

0.024

0.024

0.034

0.03

0.031

0.036

0.04

0.039

0.044

0.045

0.044

0.046

0.05

0.046

170

0.022

0.024

0.021

0.023

0.023

0.023

0.03

0.03

0.032

0.039

0.038

0.039

0.046

0.045

0.045

0.047

0.05

0.046

187

0.02

0.027

0.021

0.022

0.026

0.024

0.03

0.031

0.031

0.039

0.04

0.04

0.048

0.046

0.048

0.048

0.05

0.048

204

0.018

0.028

0.021

0.021

0.028

0.024

0.031

0.031

0.035

0.041

0.042

0.043

0.052

0.049

0.049

0.05

0.053

0.05

221

0.022

0.025

0.021

0.023

0.026

0.025

0.032

0.032

0.033

0.042

0.041

0.042

0.048

0.051

0.05

0.049

0.053

0.05

238

0.022

0.027

0.022

0.022

0.028

0.027

0.031

0.034

0.034

0.042

0.044

0.043

0.052

0.052

0.051

0.051

0.054

0.052

255

0.022

0.023

0.023

0.024

0.028

0.024

0.031

0.032

0.033

0.043

0.042

0.043

0.052

0.053

0.052

0.052

0.055

0.052

272

0.021

0.022

0.023

0.024

0.029

0.025

0.034

0.035

0.037

0.046

0.044

0.045

0.054

0.055

0.053

0.056

0.056

0.054

289*

0.02

0.022

0.022

0.024

0.027

0.024

0.034

0.033

0.036

0.044

0.044

0.046

0.053

0.054

0.054

0.054

0.056

0.054

306*

0.019

0.024

0.02

0.023

0.026

0.024

0.032

0.034

0.034

0.044

0.045

0.045

0.055

0.056

0.054

0.054

0.056

0.055

323*

0.024

0.024

0.023

0.024

0.026

0.024

0.034

0.033

0.037

0.046

0.046

0.046

0.057

0.057

0.055

0.058

0.058

0.056

340*

0.025

0.024

0.023

0.024

0.026

0.024

0.035

0.035

0.036

0.046

0.048

0.048

0.06

0.058

0.057

0.059

0.058

0.059

357*

0.026

0.023

0.023

0.026

0.028

0.024

0.034

0.036

0.036

0.047

0.048

0.048

0.06

0.059

0.058

0.059

0.061

0.059

374*

0.024

0.022

0.024

0.023

0.026

0.025

0.039

0.036

0.037

0.049

0.049

0.049

0.059

0.06

0.058

0.06

0.06

0.06

391*

0.022

0.021

0.022

0.025

0.028

0.026

0.042

0.036

0.038

0.049

0.05

0.05

0.06

0.06

0.059

0.06

0.061

0.062

408*

0.022

0.022

0.023

0.025

0.026

0.026

0.038

0.038

0.038

0.05

0.051

0.05

0.06

0.061

0.061

0.063

0.062

0.063

425*

0.024

0.022

0.024

0.025

0.027

0.028

0.037

0.036

0.038

0.052

0.053

0.051

0.062

0.064

0.06

0.063

0.063

0.063

442*

0.022

0.023

0.023

0.024

0.025

0.025

0.034

0.038

0.038

0.051

0.052

0.052

0.062

0.062

0.062

0.063

0.062

0.062

459*

0.023

0.021

0.022

0.025

0.024

0.026

0.038

0.038

0.039

0.052

0.051

0.053

0.063

0.063

0.061

0.065

0.064

0.063

476*

0.025

0.022

0.022

0.023

0.026

0.024

0.04

0.037

0.037

0.052

0.051

0.051

0.064

0.063

0.062

0.064

0.064

0.064

493*

0.023

0.022

0.022

0.026

0.025

0.025

0.043

0.038

0.039

0.052

0.052

0.055

0.066

0.065

0.065

0.065

0.067

0.064
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° Proben des Sequenzierlaufs

Trimmen der Sequenzen Alignment
verbleibende
Sequenzen pass'end passlend geringe Sequenzen %
zus zu3 o
Insgesamt Komplexitdat | (Auswahl) bestanden
Adapter | Adapter
bestanden

DMSO_1h_A 50.49E+06  NA NA 0 88.33E+03 372.39E+03  50.03E+06 99.11 94.28E+06 4.51E+06 95.43
DMSO_1h_B 33.65E+06  NA NA 0 58.43E+03 138.92E+03  33.46E+06 99.43 63.51E+06 2.74E+06 95.86
DMSO_1h_C 49.93E+06  NA NA 0 83.21E+03 184.16E+03  49.67E+06 99.47 95.22E+06 3.22E+06 96.73
Herboxiden_1h_A  40.35E+06  NA NA 0 90.55E+03 567.66E+03  39.72E+06 98.44 74.72E+06 3.48E+06 95.55
Herboxiden_1h_B  50.96E+06  NA NA 0 84.78E+03 302.38E+03  50.57E+06 99.25 96.60E+06 3.39E+06 96.61
Herboxiden_1h_C 33.66E+06  NA NA 0 57.49E+03 142.00E+03  33.47E+06 99.42 63.69E+06 2.53E+06 96.18
Psoromsdure_1lh_A 49.29E+06  NA NA 0 79.96E+03 538.51E+03  48.68E+06 98.75 93.10E+06 2.91E+06 96.97
Psoromsdure_1lh_B 57.48E+06  NA NA 0 96.66E+03 99.69E+03 57.29E+06 99.67 109.27E+06 4.46E+06 96.08
Psoromsdure_1h_C 39.11E+06 NA NA 0 66.96E+03 231.92E+03  38.82E+06 99.26 74.24E+06 2.50E+06 96.75
DMSO_6h_A 52.40E+06  NA NA 0 79.72E+03 381.71E+03  51.96E+06 99.16 98.31E+06 4.14E+06 95.96
DMSO_6h_B 51.78E+06  NA NA 0 63.98E+03 223.85E+03  51.50E+06 99.46 97.90E+06 3.96E+06 96.12
DMSO_6h_C 35.53E+06  NA NA 0 43.15E+03 213.20E+03  35.28E+06 99.29 67.89E+06 1.82E+06 97.39
Herboxiden_6h_A  46.76E+06  NA NA 0 78.94E+03 598.00E+03  46.11E+06 98.61 86.71E+06 3.95E+06 95.64
Herboxiden_6h_B  44.80E+06  NA NA 0 56.12E+03 157.77E+03  44.59E+06 99.54 84.17E+06 4.02E+06 95.44
Herboxiden_6h_C  35.31E+06  NA NA 0 43.51E+03 89.66E+03 35.18E+06 99.63 67.37E+06 2.29E+06 96.72
Psoromsaure_6h_A 41.32E+06  NA NA 0 53.77E+03 469.58E+03  40.81E+06 98.76 77.27E+06 2.97E+06 96.30
Psoromsdure_6h_B 42.71E+06  NA NA 0 58.58E+03 390.09E+03  42.27E+06 98.97 80.39E+06 3.06E+06 96.34
Psoromsaure_6h_C 42.77E+06  NA NA 0 55.26E+03 395.80E+03  42.33E+06 98.97 80.99E+06 2.56E+06 96.94
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