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Zusammenfassung 

 

In der konventionellen Landwirtschaft spielen Herbizide eine wichtige Rolle. Jedoch nimmt ihre 

Wirksamkeit durch vermehrtes Auftreten von Toleranzen der Unkräuter ab. Innerhalb der 

letzten 30 Jahre wurde kein neuer herbizider Wirkmechanismus identifiziert, bisher bewährte 

Produkte verlieren ihre Zulassung. 

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

Wirkstoffzielen für Herbizide. 

Der eine Schwerpunkt lag auf der Hemmung eines Enzyms (DHNS) des Synthesewegs von 

Phylloquinon. Letzteres ist für alle Photosynthese-treibenden Pflanzen essenziell. Im 

eukaryotisch-tierischen Organismus wird es hingegen nicht produziert, wenn auch als Vitamin 

K1 benötigt.  

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

zum Einsatz, ein aus der Antibiotikaforschung stammendes Molekül. 

Seine in-vivo Aktivität konnte durch Hemmung des Pflanzenwachstums bestätigt werden. 

Dieser Störeffekt ließ sich bedingt kompensieren, zum einen durch die Supplementation eines 

Folgeprodukts der DHNS-Reaktion, zum anderen durch die Überexpression 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 Störungen bei der Samenbildung 

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

Insgesamt war es möglich, die Wirkstoff-Wirkort-Beziehung von MOCB und DHNS zu zeigen 

sowie die DHNS als potenzielles Wirkstoffziel für die Entwicklung zukünftiger Herbizide zu 

empfehlen. Da ein in-vitro-Test etabliert ist, kann dieser innerhalb von Hochdurchsatzscreening-

Kampagnen verwendet werden.  

Der zweite Schwerpunkt nahm den Vorgang des Spleißens zum Wirkziel. Der Versuch des 

Induzierens fehlgespleißter Transkripte wurde im Bereich der Herbizidforschung (wissentlich) 

bisher noch nicht unternommen, die ersten gezielten Ansätze finden sich im Rahmen der 
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humanen Krebsforschung. Nach Literatur-Durchsicht bot sich Psoromsäure als 

aussichtsreicher Wirkstoff-Kandidat an. 

Als erster Schritt galt somit das Aufzeigen einer pflanzlichen in-vivo Aktivität des Wirkstoffs. 

Diese bestand in einer allgemeinen Wachstumsdepression in Gegenwart von aufsteigender 

Wirkstoffkonzentrationen. Diese gipfelte ab einer Konzentration von 75 µM in einem letalen 

Effekt. Ob diese Effekte durch Fehlspleißungen verursacht wurden, war Gegenstand einer 

Transkriptom-Analyse. Innerhalb dieser konnten fehlgespleißte-Transkripte aufgefunden und 

zu ihren jeweiligen Genorten zugeordnet werden. Abschließend war es möglich, die Ergebnisse 

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

Durch Gabe des Inhibitors konnten Fehlspleißungen induziert werden, die potenziell zum 

herbiziden Effekt des Wirkstoffs geführt haben können. Die Hemmung von Pflanzenwachstum 

durch Eingriffe in den Spleißprozess ist machbar und aussichtsreich.  

Für die beiden untersuchten Wirkstoffziele konnten herbizide Effekte bei ihrer jeweiligen 

Hemmung gezeigt werden. F¿r den Themenkomplex ăInhibition des SpleiÇensò sollte k¿nftige 

Forschung den exakten Ansatzpunkt im Spleißvorgang so weit einengen, dass von seiner 

Hemmung nur pflanzliche Organismen betroffen sind. 

Die Ergebnisse des Themenschwerpunkts ăValidierung von DHNS als Wirkstoffzielò zeigen 

die Eignung dieses Wirkziels für die unmittelbare Suche nach neuen herbiziden Molekülen.  
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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 in-vivo 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 in-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 in-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 µM 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 òInhibition of splicingó should narrow the point of application for future compounds 

to only address plants. 

The results of the focal point òValidation of DHNS as targetó illustrate the targets qualification 

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

 

Die Weltbevölkerung weist aktuell eine Größe 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 

hauptsächliche Nahrungsquelle darstellen (Shiferaw, Prasanna, Hellin & Bänziger 2011; Food 

and Agriculture Organization of the United Nations 2015). 

Gleichzeitig lässt sich eine Entwicklung des Weltklimas beobachten, die laut Prognosen zu 

einem Anstieg von 3 bis 5 °C Oberflächentemperatur in den nächsten 50 bis 100 Jahren führen 

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 Häufung an nicht-optimalen Vegetationsperioden ergeben, da mit einem 

Anstieg der Temperatur die Auftrittswahrscheinlichkeit für extreme Wetterbedingungen wie 

Flut, Dürre und Hitzewellen ansteigt (Bates, Kundzewicz, Wu & Palutikof 2013). In der Summe 

führt dies zu einer Verkürzung der Anbausaison sowie einem Rückgang landwirtschaftlich 

verwendbarer Flächen (Verlust von Anbauflächen durch Ansteigen des Meeresspiegels, 

Versalzung der Böden in Küstenzonen sowie allgemein durch verschlechterte 

Witterungsbedingungen). 

Zusammenfassend müssen zur Erfüllung der ansteigenden Nachfrage die verbleibenden 

Flächen weitergehend optimiert werden.  

Hierfür bieten sich verschiedene Strategien an: Einsatz von GMOs (Gentechnisch modifizierte 

Organismen), datenbasierte Herangehensweisen (smart farming// digital farming) sowie der 

Einsatz von Agrochemie. 

GMOs und datenbasierte Ansätze zielen auf eine Erweiterung beziehungsweise effektivere 

Nutzung der Anbauflächen ab, sei es durch das gezielte Einbringen von Toleranzen in die 

Pflanzen gegenüber solcher ănicht-optimalenò Umweltbedingungen oder aber der 

Bereitstellung sogenannter ăDecision-Making-Toolsò, die dem Bauern durch Modellierung eine 

umfassendere Informationsebene zum Acker und seinem Potential vermitteln. 

Im Gegensatz hierzu hilft Agrochemie, dass konventionelle Nutzpflanzen auf bestehenden 

Anbauflächen zur Entfaltung ihres maximalen Potentials einen Wachstumsvorsprung erfahren. 



12 
 

Dies erfolgt teils durch Düngung, aber ebenso durch selektive Schutzmaßnahmen gegenüber 

schädlichen biologischen Einflussfaktoren (beispielsweise durch Einsatz von Herbiziden, 

Fungiziden und Insektiziden). Während Fungizide und Insektizide die Nutzpflanze gegen 

Pilzerkrankungen und Schadinsekten feien, tragen Herbizide dazu bei, die unerwünschten 

Konkurrenz-Pflanzen zu dezimieren und zu kontrollieren.  

Sieht man die Anbaufläche als ein Objekt mit limitierten Ressourcen (Wasser, Nährstoffe, Platz 

und Sonnenlicht) an, so ist es im Sinne des Landwirts, dass zur Ertragsmaximierung das Gros 

dieser Wertstoffe nur der Nutzpflanze zur Verfügung stehen; das gleichzeitige Vorhandensein 

anderer Pflanzen schmälert den vorhandenen Ressourcenpool. Weiterhin begünstigen 

sogenannte Unkräuter und Ungräser als Primärwirte das Eindringen von Schadorganismen, wie 

beispielsweise Pilzerkrankungen, und sie erschweren allgemein das Bewirtschaften des Felds 

(z.B. Blockieren des Mähdreschers durch Kletten-Labkraut, Verhinderung von notwendigen 

Pflanzenschutzmaßnahmen mit potentiell bienengefährlichen Wirkstoffen durch Frühblüher 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 für Angriffspunkte zukünftiger Pflanzenschutzmittel 

präsentieren sich hierbei zwei Prozesse: Die Phylloquinon-Synthese sowie das Spleißen von 

RNS. 

Diese potenziellen neuen Ziele entstammen einer Sonderform des Wirkstoffziel-basierten 

Forschungsansatzes, einer Vorgehensweise, die sich schon während der letzten Dekaden 

innerhalb der medizinischen Forschung großer Beliebtheit erfreute. Das Grundprinzip besteht 

hierbei in einer fokussierten Wirkstofffindung für ein bestimmtes und charakterisiertes 

Zielprotein, dessen bekannte Eigenschaften die gezielte Suche mittels eines miniaturisierten 

biochemischen Testsystem begünstigen. Dies ermöglicht einerseits das Überprüfen eines 

großen Umfangs an Testsubstanzen innerhalb kurzer Zeit und andererseits die Minimierung der 

benötigten Wirkstoffmenge. Den Gegensatz hierzu bildet der Phänotyp-basierte 

Forschungsansatz: Hierbei werden zuerst eine Vielzahl unterschiedlichster chemischer 

Verbindungen auf ihre Wirksamkeit auf den Phänotyp des Organismus getestet, erst danach 

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

Die hier behandelte Sonderform des Wirkstoffziel-basierten Ansatzes fußt auf der strukturierten 

Sichtung von Literatur (primär zu Bakterien und Pilzen, selten zum tierischen Organismus) 

bezüglich neuer Ziel-Proteine mit bekannten Inhibitoren. Von Interesse sind hierbei solche 
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Ziele, die eine möglichst exakte Entsprechung in der Pflanze finden und dort an maßgeblichen 

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 für Herbizide sollten in diesem Kontext idealerweise einige 

Voraussetzungen erfüllen, um gute Starbedingungen zu garantieren: 

¶ Essenzieller Prozess:  

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

das Überleben der Pflanze handeln. 

¶ Literaturbekannte tool-compounds: 

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

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

¶ Ähnlichkeit in Aminosäuresequenz: 

Das potenzielle Wirkstoffziel im pflanzlichen System und das des bekannten Inhibitors 

sollten auf struktureller sowie Sequenzebene große Ähnlichkeit aufweisen, um die 

Wahrscheinlichkeit für die Wirksamkeit des Inhibitors zu erhöhen. 

¶ Keine Redundanzen: 

Das Wirkstoffziel sollte möglichst keine Isoformen auf Ebene des Genoms aufweisen, 

um einerseits die genetische Validierung und andererseits die Wirkstofffindung zu 

vereinfachen. Weiterhin sollte keine funktionelle Redundanz für den Prozess durch ein 

anders Enzym bestehen.  

¶ Abwesenheit in tierischen Organismen: 

Der zu hemmende Stoffwechselweg sollte zur Minimierung toxikologischer Risiken 

möglichst nicht im Menschen beziehungsweise vielzelligen Tieren vorkommen. 

 

Sind diese Kriterien erfüllt, so gilt es, das Wirkstoffziel unter Einsatz des tool-compounds zu 

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

¶ In-vivo Aktivität des Inhibitors: 

o Der Inhibitor beeinflusst den Phänotyp der Pflanze und führt zu letalen 

Konsequenzen. 
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o Dieser inhibitorische Effekt ist spezifisch für den zu hemmenden 

Stoffwechselweg und kann durch Zugabe einer weiteren, für den Prozess 

spezifischen Substanz, kompensiert werden (beispielsweise Zusetzen des 

Produkts der gehemmten Enzymreaktion). 

 

¶ In-vitro Aktivität des Inhibitors: 

o Der zu untersuchende Prozess (beziehungsweise seine Teilschritte) lässt sich 

losgelöst vom Organismus im Reagenzglas abbilden, um die Spezifität der 

Inhibition studieren zu können. 

o Der Inhibitor vermag es, den Prozess ganz oder teilweise in diesem in-vitro 

System zu unterbinden 

¶ Genetische Validierung: 

o Durch Mutation des Gens oder durch eine Überexpression (Expression des 

Gens wird über die Norm heraufreguliert) lässt sich eine erhöhte Toleranz 

gegenüber dem Inhibitor erzeugen. 

o Durch Herunterregulieren der Expression oder vollständiges Abschalten des 

Gens lässt sich eine erhöhte Anfälligkeit für den Inhibitor beziehungsweise ein 

letaler Phänotyp induzieren. 

Die Validierung des Wirkstoffziels kann darüber hinaus durch Erkenntnisse aus 

biophysikalischen Versuchen, in-silico Studien (computergestütztes Abbilden der räumlichen 

Struktur des Wirkstoffziels, gefolgt vom Einfügen des Wirkstoffs in die simulierte Struktur) 

sowie der Ermittlung des Genexpressions-Profils bereichert werden. Für eine umfassende 

Validierung oder Devalidierung nehmen jedoch die zuvor genannten Kriterien (in-vivo-, in-vitro- 

und genetische Validierung) eine Schlüsselrolle ein. 

Als pflanzliches Studienobjekt dient der Modellorganismus Arabidopsis thaliana (auch 

Acker-Schmalwand; Organismuskürzel 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 für Manipulationsstudien wie Überexpression, 

Knockout (KO) (Knockout: vollständiges Abschalten des betreffenden Gen) sowie allgemein 

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

(Zweikeimblättrige) verwendet werden. 

 

Der eine Teil der Arbeit befasst sich mit der Validierung des Enzyms DHNS/ AtMENB 

(At1g60550) als möglichem Wirkstoffziel, basierend auf Erkenntnissen aus der 

Antibiotikaforschung am bakteriellen Syntheseweg von Menaquinon (Vitmin K2), dessen 

pflanzliches Analogon die Phylloquinon-Synthese (Vitamin K1) ist. Hierfür 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 könnten. 

 

Der andere Teil widmet sich der Identifikation des Wirkstoffziels der Psoromsäure in Pflanzen. 

Psoromsäure wurde in Studien zu neuen Krebstherapeutika als Inhibitor des humanen 

Spleißosoms identifiziert. Da multiple Untereinheiten des Spleißosoms hochgradig konserviert 

sind, ergibt sich hieraus die Hypothese, dass die Psoromsäure das Spleißen nicht nur in humanen 

Zellen, sondern auch in Pflanzen beeinflussen könnte. Das Spleißen ist in Eukaryoten der 

Prozessierungsschritt zwischen Transkription und Translation, in dem die ăAbschriftò der DNS 

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

 

Im Folgenden soll der aktuelle Wissensstand der beiden studierten Prozesse ð 

Phylloquinon-Synthese einerseits und Spleißen andererseits ð beleuchtet werden. 
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II.  Wissensstand 

 

II.1. Validierung von DHNS (At1g60550) als Wirkstoffziel 

 

 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 gehört zu den Grundvoraussetzungen des Lebens. 

In Pflanzen dient Licht als hauptsächliche Energiequelle, sie werden daher aus als 

photoautotrophe Lebewesen bezeichnet. Sie sind in der Lage, energiereiche chemische 

Verbindungen unter Zuhilfenahme von Sonnenlicht aus einfacheren anorganischen Molekülen 

aufzubauen. Der Prozess des Konvertierens von Lichtenergie zu chemischer Energie wird als 

Photosynthese bezeichnet. Lichtenergie wird verwendet, um Wasser (H2O) zu oxidieren, 

Kohlenstoffdioxid (CO2) zu reduzieren und somit größere Kohlenstoffverbindungen, 

hauptsächlich Zucker (C6H12O6), zu formen, wobei Sauerstoff (O2) 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 für das Verständnis 

dieses Forschungsvorhabens vonnöten sind.  

Die folgenden Informationen wurden unter Zuhilfenahme der genannten Lehrbücher 

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 höheres Energieniveau gehoben und über eine 

Elektronentransportkette von einem auf den nächsten Sub-Komplex der Thylakoid-Membran 

übertragen.  

Dies dient final dazu, die energiereichen Moleküle ATP und NADPH zu erzeugen, die für die 

Zuckersynthese innerhalb der Dunkelreaktion, sowie für weitere zelluläre Prozesse gebraucht 

werden. 
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Im Zuge dieses Übertragens von Elektronen von einem auf den nächsten Komplex spielt  

Phylloquinon (A1) 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 überträgt Elektronen von Chlorophyll a (A0) auf das Eisen-Schwefel-Cluster (FeSx). 

Im Zuge der Lichtreaktion werden Elektronen des Reaktionszentrums P680 

[Absorptionsmaximum bei 680 nm] (Photosystem II; PSII) auf ein höheres Energieniveau 

gehoben und vom primären Akzeptor eingefangen. Die hierbei entstehende Elektronenlücke 

wird durch Oxidation von Wasser geschlossen, als Nebenprodukte resultierten hieraus 

Sauerstoff (O2) und Protonen (H+). Ausgehend vom primären Akzeptor werden die angeregten 

Elektronen über mehrere Redoxreaktionen (Plastoquinon (PQ/PQH2) - 

Cytochrom b6f-Komplex -Plastocyanin (PC)) auf Photosystem I (PSI) übertragen. Am 

Reaktionszentrum des PSI (P700; Absorptionsmaximum bei 700 nm) werden ebenfalls durch 

Lichtabsorption Elektronen auf ein höheres Energieniveau gehoben. Über eine intrinsische 

Elektronentransportkette werden diese Elektronen auf Ferredoxin (Fd) übertragen, das zur 

Reduktion von NADP+ zu NADPH gebraucht wird. Die entstandene Elektronenlücke an P700 

wird durch die übertragenen Elektronen von PSII geschlossen. In einem sogenannten 

zyklischen Elektronentransport können Elektronen über Ferredoxin und Plastoquinon 

ebenfalls auf den Cytochrom b6f-Komplex übertragen 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 (Pi) an (Abbildung 1). 
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Der PSI-Komplex setzt sich aus 19 Untereinheiten sowie 200 Co-Faktoren zusammen. Die zwei 

großen Untereinheiten PsaA und PsaB bilden als Heterodimer den Kern des Reaktionszentrums 

mit dem Chlorophyll-a-Dimer P700. Sie koordinieren gemeinsam das Eisen-Schwefel-Cluster 

FeSx und beinhalten jeweils Phylloquinon (A1A, A1B) sowie Chlorophyll-a-Monomere (A0), die 

als Co-Faktor der Elektronentransportkette fungieren. Die kleine Untereinheit PsaC beherbergt 

die Eisen-Schwefel-Cluster FeSA und FeSB 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). 

 

 

Abbildung 1  
Übersichtsschema des photosynthetischen Elektronen- und Protonentransport and der Thylakoidmembran 
Elektronen werden am PSII durch Lichtabsorption auf ein höheres Energieniveau gehoben und über mehrere Redoxreaktionen 
(PQ/PQH2; Cytochrom b6f; PC) auf PSI übertragen. Am PSI werden ebenfalls Elektronen durch Lichtabsorption auf ein höheres 
Energieniveau gehoben und über eine intrinsische Elektronentransportkette auf Fd übertragen, das zur Reduktion von NADP+ zu 
NADPH verwendet wird. Die entstandene Elektronenlücke wird durch das übertragene Elektron von PSII geschlossen. Die 
Elektronenlücke am PSII wird durch die Oxidation von H2O geschlossen, hierbei entsteht als Nebenprodukt O2. Der 
Protonengradient zwischen Thylakoid-Lumen und Stroma treibt die Synthese von ATP aus ADP und Pi am Transmembranprotein 
ATP-Synthase an. 
e-: Elektron, H+: Proton; H2O: Wassermolekül ; O2: molekularer Sauerstoff ; PSII: Photosystem II; PQ: Plastoquinon; 
PQH2: Plastohydroquinon; PC: Plastocyanin; PSI: Photosystem I; Fd: Ferredoxin; FNR: Ferredoxin-NADP+-Reduktase; 
NADP+/NADPH: Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (oxidierte/reduzierte Form); ADP: Adenosindiphosphat; 
Pi: Phosphat; ATP: Adenosintriphosphat; 

[Verändert, Nach: (Taiz 2015; Strasburger et al. 2014)] 
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PSI katalysiert einen 

transmembranen Elektronen-

Transport, hierfür wird 

Plastocyanin im Lumen oxidiert 

und Ferredoxin im Stroma 

reduziert. Sie kann daher auch als 

eine lichtgetriebene 

Plastocyanin-Ferredoxin 

Oxidoreduktase beschrieben 

werden. 

Für die intrinsische Elektronen-

transportkette des PSI werden 

sechs Chlorophyll-a-, zwei 

Phylloquinon-Moleküle (PhQ; 

A1) sowie drei Eisen-Schwefel-

Cluster (FeS) benötigt. 

Die PhQ-Moleküle, die sich in beiden großen Untereinheiten finden, dienen in diesem Prozess 

als wichtige Elektronenüberträger. Dies liegt in ihrer chemischen Struktur begründet, die es 

ermöglicht zwischen Quinon- und Hydroquinonform zu wechseln und dabei Elektronen 

aufzunehmen oder abzugeben. (Wallace & Young 1977) 

 

 

Abbildung 3  

2-Methyl-1,4-naphthoquinon-Derivate in Quinon- und Hydroquinonform 

Heute sind drei natürliche 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 angefügt sind. 

 

Abbildung 2  
Schematischer Aufbau des PSI-Komplexes 
Durch Lichtabsorption werden Elektronen am Reaktionszentrum P700 auf ein höheres 
Energieniveau gehoben. Daraufhin erfolgt ein Elektronentransport über 
Chlorophyll-a (A0), Phylloquinon (A1) sowie Eisen-Schwefel-Cluster (FeS( )) zu 
Ferredoxin (Fd), das zur Reduktion von NADP+ zu NADPH benötigt wird. Fd 
kann ebenso Elektronen via Plastoquinon auf den Cytochrom-b6f Komplex übertragen, 
hierbei spricht man vom zyklischen Elektronentransport, dieser dient ebenso zum 
Aufbau eines Protonengradienten zwischen Thylakoid-Lumen und 
Stroma.Elektronenfluss (ɸ); PC: Plastocyanin; P700: Chlorophyll-a Dimer P700; 
A0: Chlorophyll-a-Monomer; A1: Phylloquinon; FeS( ): Eisen-Schwefel-Cluster; 
Fd: Ferredoxin; FNR; Ferredoxin-NADP+-Reduktase; Psa( ): Untereinheit von PSI 

[Verändert;Nach: (Strasburger et al. 2014)] 
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Abbildung 4  

Die unterschiedlichen 1,2-Methyl-1,4-naphthoquinon-Derivate 

 

Mit Ausnahme des 5ô-Monohydroxyphylloquinon werden sie unter dem generischen Namen 

Vitamin K zusammengefasst (Collins & Jones 1981; Emonds-Alt et al. 2017). Phylloquinon ist 

hierbei Vitamin K1, während die Analoga des Menaquinon mit unterschiedlich langen Isopren-

Seitenketten als Vitamin K2 bezeichnet werden. 

Innerhalb des menschlichen Organismus dient Vitamin K als Kofaktor der 

ǡ-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 K1 als Faktor der Blutgerinnung in Vertebraten identifiziert, was 

sich auch in dem zugeteilten Buchstaben widerspiegelt (K für Koagulation; (Dam 1946)).  

Darüber hinaus spielt die Vitamin K abhªngige ǡ-Carboxylierung im Knochenstoffwechsel 

(Osteocalcin; Knochenmineralisation) sowie im Zellwachstum (Protein S und Gas6; Liganden 

von Rezeptor-Tyrosinkinasen) eine elementare Rolle (Basset et al. 2017). 
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Abbildung 5  
Phylloquinon 
IUPAC: 2-methyl-3-[(E)-3,7,11,15-tetramethylhexadec-2-enyl]naphthalene-1,4-dione; 
Blau: Naphthoquinone ring; Grün: phytyl Seitenkette (C20) 

 

Phylloquinon (Abbildung 5) wird ausschließlich von Pflanzen, Grünalgen und einigen 

Cyanobakterien produziert. Es dient als essentieller Elektronenüberträger von Chlorophyll a 

zum Eisenschwefelcluster FeSx des heterodimeren Reaktionszentrums PsaA/PsaB in PSI 

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

Weiterhin agiert es als Elektronenakzeptor während der Bildung von Protein-Disulfidbrücken 

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 Elektronenüberträger. 

Da es sich bei Phylloquinon und Menaquinon für höhere Tiere um Vitamine handelt, müssen 

diese per Definition ăvon auÇenò zugef¿hrt werden.Dies geschieht im Fall von Menaquinon 

teilweise durch die Bakterien der Darmflora, bei Phylloquinon erfolgt die Aufnahme primär 

über grüne pflanzliche Kost wie beispielsweise Grünkohl, Rosenkohl, Koriander oder Petersilie. 

Die Synthesewege von Phylloquinon und Menaquinon sind daher sehr interessante 

Angriffspunkte für zukünftige Herbizide und Antibiotika, da sie keine Entsprechung in höheren 

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

Das Prinzip, primär solche Ziele für zukünftige Herbizide zu wählen, die nicht in Tieren 

vorkommen, ist weit verbreitet. So hemmt beispielsweise Glyphosat die 5-Enolpyruvylshikimat-

3-phosphat-Synthase (EPSPS), die für die Synthese der aromatischen Aminosäuren Tyrosin, 

Tryptophan und Phenylalanin essenziell ist. Diese Aminosäuren (mit Ausnahme von Tyrosin, 

das aus Phenylalanin synthetisiert werden kann) sind sogenannte essenzielle Aminosäuren, die 

nicht vom tierischen Organismus hergestellt werden können und somit (so wie Vitamine) ăvon 

auÇenò zugef¿hrt werden m¿ssen. 
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 Syntheseweg von Menaquinon und Phylloquinon 

 

Der Syntheseweg des Menaquinones ist seit Jahrzehnten umfassend beschrieben (Bentley & 

Meganathan 1982; Meganathan & Kwon 2009). Für 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. 2006). Hierbei wird Phylloquinon de novo in zehn 

aufeinanderfolgenden enzymatischen Schritten aufgebaut (Reumann 2013). Eine Besonderheit 

ist hierbei die Aufteilung seines Synthesewegs zwischen Chloroplast und Peroxisom. Somit 

müssen 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 Phänotyp, sondern resultieren in lebensfähigen, photoautotrophen Pflanzen. Bei 

einem Doppelknockout (Doppelknockout: Abschalten der Gene beider Isoformen) wird kein 

Phylloquinon gebildet, und es erfolgt ein letaler Phänotyp (Garcion et al. 2008; Strawn et al. 

2007; Wildermuth, Dewdney, Wu & Ausubel 2001; Gross et al. 2006). In einem vom 

multifuktionalen Enzym PHYLLO  katalysierten Prozess wird zuerst 2-Oxogluterat an 

Isochorismat angehängt, 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 durchgeführt: MenD, MenH  und MenC. Ein 

Knockout des Gens phyllo führt zu einem letalen Phänotyp, da diese Vielzahl an enzymatischen 

Schritten ausschließlich von diesem Protein abhängt (Gross et al. 2006). 
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Durch Anhängen von CoA an die 

Succinyl-Gruppe von OSB entsteht 

das aktivierte Intermediat 

o-Succinylbenzyl-CoA (OSB-CoA). 

Diese Reaktion wird von der 

OSB-CoA-Ligase (AAE14/MenE) 

durchgeführt, die sowohl im 

Chloroplast als auch im Peroxisom 

nachgewiesen werden kann (Kim, 

van Oostende, Basset & Browse 

2008; Lohmann et al. 2006; Babujee 

et al. 2010).  

Im Peroxisom wird OSB-CoA von 

der DHNA -CoA-Synthase 

(DHNS/MenB ) zum 

CoA-Thioester von 1,4-Dihydroxy-

2-Naphthoat (DHNA-CoA) 

cyclisiert. Da die DHNS 

ausschließlich 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 zuständigen Transporter 

konnten bisher jedoch nicht 

aufgeklärt werden. 

In der folgenden Reaktion wird 

DHNA -CoA zu DHNA 

hydrolysiert. Das betreffende 

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

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

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

werden, der betreffende Transporter konnte bisher nicht identifiziert werden. 

 

Abbildung 6  
Biosyntheseweg des Phylloquinon mit Aufteilung zwischen Chloroplast und 
Peroxisom 
SEPHCHC: 2-Succinyl-5-enoylpyruvyl-6-hydroxy-3-cyclohexen-1-carbonsäure 
SHCHC: (1R,6R)-2-Succinyl-6-hydroxy-2,4-cyclohexadiene-1-carbonsäure 

[Verändert; Nach (Babujee et al. 2010; Basset et al. 2017)] 
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Während ein KO des Gens aae14 letale Konsequenzen nach sich zieht (Kim, van Oostende, 

Basset & Browse 2008), führte selbst ein Doppelknockout der Gene dhnat1 und dhnat2 zu keinen 

merklichen Beeinträchtigungen. Bei Letzterem könnte 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). 

Für die DHNA-CoA-Synthase sind bisher keine KOs aus Arabidopsis thaliana bekannt, in 

Synechocystis sp. pcc 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 führt zum letalen 

Phänotyp. 

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). Hierfür 

ist es jedoch notwendig, dass das Intermediat in seiner reduzierten Form, dem Quinol vorliegt, 

wie von Fatihi et al. bewiesen werden konnte. Dies wird durch die Typ II 

NAD(P)H-Dehydrogenase C1 (NDC1) erreicht (Fatihi et al. 2015). Knockouts in diesem 

letzten Segment führen zu keinen letalen Effekten, lediglich zu einer stärkeren Photosensitivität 

unter erhöhten Lichtbedingungen (Lohmann et al. 2006; Fatihi et al. 2015). Es ist weiterhin 

nicht bekannt, ob es eine enzymatische Entsprechung zur NDC1 innerhalb der 

Menaquinon-Synthese gibt. 

Einige dieser Zwischenprodukte sind Schnittstellen zu anderen plastidären Synthesewegen, wie 

beispielsweise die von Chlorophyll, Tocopherol (Vitamin E) und Salicylsäure (Leistner 2012; 

Eugeni Piller, Glauser, Kessler & Besagni 2014; Eugeni Piller et al. 2011; Wildermuth, Dewdney, 

Wu & Ausubel 2001). Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass Störungen im Syntheseweg 

von Phylloquinon nicht auch zu weiteren Störungen in der Synthese wichtiger pflanzlicher 

Metabolite führt. So dient beispielsweise Isochorismat in Pflanzen als hauptsächlicher Vorläufer 

des Phytohormons Salicylsäure (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 großen Teilen. 
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Die Suche nach neuen Wirkstoffziele für Antibiotika rückte die Menaquinon-Synthese in den 

Fokus neuerer Studien, die auf Grundlage kristallographischer Daten sowie von 

Hochdurchsatzscreenings erste Wirkstoffe identifizieren konnten (Paudel, Hamamoto, Panthee 

& Sekimizu 2016). 

Durch die Ähnlichkeit zwischen Menaquinon und Phylloquinon in Struktur sowie Syntheseweg 

können die (in der Antibiotikaforschung) gefunden Wirkstoffe als Leitfaden, sogenannte tool-

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

Wie durch die in der Literatur beschriebenen KO-Mutanten gezeigt werden konnte, haben 

Störungen in diesem Syntheseweg überwiegend letale Konsequenzen für die Pflanze (siehe 

Tabelle 1). Es handelt sich somit um einen essenziellen Syntheseweg für die Pflanze, dessen 

Intermediate und Produkt nicht über alternative Synthesewege bereitgestellt werden können. 

Zusammenfassend handelt es sich bei diesem Syntheseweg demnach um ein vielversprechendes 

Ziel für Herbizide, da das Endprodukt für die Viabilität der Pflanze elementar ist und durch die 

Ergebnisse der Antibiotika-Forschung am bakteriellen Analogon ein Fundus an Wirkstoffen für 

erste Versuche vorliegt. Weiterhin findet sich dieser Syntheseweg ausschließlich 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 Enzyme 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 

(Phylloquinon 

Synthese) 

E.coli 

homolog 

A.thaliana A.thaliana KO 

Mutante 

Isochorismate Synthase 5.4.4.2 MenF ICS1 

(At1g74710) 

ICS2 

(At1g18870) 

Einzel KO von ics1 

und ics2 lebensfähig; 

Doppel-KO ics1/ics2 

letal (Garcion et al. 

2008; Gross et al. 

2006)  

SEPHCHC Synthase 2.2.1.9 MenD PHYLLO 

(At1g68890) 

KO ist letal; 

Reduzierung der PSI 

Aktivität um 85 - 90% 

im Vergleich zu WT 

(Gross et al. 2006) 

SHCHC Synthase 4.2.99.20 MenH 

OSB Synthase 4.2.1.113 MenC 

OSB-CoA Ligase 6.2.1.26 MenE AAE14 

(At1g30520) 

KO ist letal (Kim, van 

Oostende, Basset & 

Browse 2008) 

DHNA -CoA Synthase  4.1.3.36 MenB DHNS 

(At1g60550) 

Bisher nicht 

charakterisiert 

DHNA -Thioesterase 3.1.2.28 MenI DHNAT1 

(At1g48320) 

DHNAT2 

(At5g48950) 

Einzel- sowie Doppel-

KO sind nicht letal; 

kein phänotypischer 

unterschied zu WT bei 

normalen 

Lichtverhältnissen 

(Widhalm et al. 2012)  

DHNA 

Phythyltransferase 

2.5.1.130 MenA ABC4 

(At1g60600) 

KO ist letal (Shimada 

et al. 2005) 

Demethylphylloquinone 

Reductase 

1.6.5.12 ? NDC1 

(At5g08740) 

Bei KO kein 

Unterschied im 

Phänotyp im 

Vergleich zu WT 

unter normalen 

Lichtverhältnissen; 

leichter Anstieg in 

Photosensitivität unter 

intensivem Licht 

(Fatihi et al. 2015; 

Eugeni Piller et al. 

2011) 

Demethylphylloquinone 

Methyltransferase 

2.1.1.326 MenG/ 

UbiE 

MENG 

(At1g23360)  

AtMenG KO weist 

langsameres 

Wachstum bei 

normalem Licht auf; 

Reduzierung der 

Häufigkeit von PSI 

(Lohmann et al. 2006) 
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I.1.1.1. DHNA -CoA-Synthase (DHNS ) als Ziel zukünftiger Herbizide 

 

Als ein besonders vielversprechender Angriffspunkt von Antibiotika sowie von Herbiziden 

kann die 1,4-Dihydroxy-2-Naphthoyl-CoA-Synthase (DHNS/ AtMenB) angesehen werden, die die 

Zyklisierung von OSB-CoA zu DHNA-CoA katalysiert (Abbildung 7). 

 

Abbildung 7  
DHNS katalysierte Reaktion:  
Zyklisierung von OSB-CoA zu 1,4-Dihydroxy-2-naphthoyl-CoA  

 

Sie gehört 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 aufgelöst werden (Truglio et al. 2003). 

Mechanistisch gesehen katalysieren die Enzyme dieser Superfamilie eine Fülle an Reaktionen 

von Acyl-CoA-Thioestern, wobei immer ein Enolat-Anion als Intermediat stabilisiert werden 

muss, was zu einer strukturellen Ähnlichkeit innerhalb dieser Gruppe führt (Holden, Benning, 

Haller & Gerlt 2001). Die Enzyme weisen eine typische Quartärstruktur auf, die aus Trimeren 

geformt wird und durch konservierte NH-Gruppen die Bildung eines sogenannten ăOxyanion-

Lochsò ermºglicht, welches das besagte Intermediat stabilisiert. In einigen Fªllen, wie 

beispielsweise auch bei DHNS , formt sich das aktive Enzym aus zweien dieser Trimere, somit 

liegt ein (ǟ3)2 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 Monomere 

die Trimer-Trimer-Oberfläche 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 Carbonsäure-Anteile des Moleküls, 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 (blau ) [Nach (Li et al. 2011b; Jiang, Chen, Guo & 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 ermöglicht 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 et al. durch einen 

Asparaginsäurerest an über Wasserstoffbrückenbindung 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 hierfür ein Netzwerk von Wasserstoffbrücken, resultierend 

aus strukturellen Veränderungen 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 ăInduced-Fitò-Mechansimus im Zuge 

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

Um das initiale Enolat-Intermediat zu generieren, muss der ǟ-Kohlenstoff des 

Coenzym-A-Thioesters deprotoniert werden. Diese Deprotonierung erfordert in einigen 

Enzymen die Präsenz eines Bicarbonats als basische Gruppe, wohingegen andere Enzyme ein 

Aspartat in ihrer aktiven Tasche aufweisen, das diese Rolle einnimmt (Asp-185 bei MtMenB; 

Mycobacterium tuberculosis). Somit lassen sich zwei Typen unterscheiden: Typ I abhängig von 
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Bicarbonat, Typ II unabhängig 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 

Aminosäuresequenzen von EcMenB (Menaquinon-Synthese) mit seinem Ortholog ScMenB 

(Phylloquinon-Synthese), offenbart eine große Ähnlichkeit (siehe Abbildung 9, Anhang I; 68,15 

% vollständige Übereinstimmung der Sequenz, 80% starke Übereinstimmung). Diese 

Sequenzanalyse zeigt weiterhin auf, dass es sich bei beiden Enzymen um Typ I Enzyme handeln 

sollte, da ihnen 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. coli und Synechocystis einen gleichermaßen essentiellen Charakter auf, da 

beide ohne MenB nicht lebensfähig sind (Song & Guo 2012; Chen et al. 2013). Da für die 

DHNS  des Modellorganismus A. thaliana keine KO-Linie beschrieben ist (Tabelle 1), können 

nur Vermutungen über die Konsequenzen angestellt werden. Die Erkenntnisse aus E. coli 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 plastidären 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 hierfür kann 

auch das sogenannte PTS2 (peroxisomal targeting signal type 2) Nonapeptid (RLSVVTNHL in 

Arabidopsis) gewertet werden, das in höheren 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 Aminosäuren, die auch als Transitpeptid bezeichnet wird, da 

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

Durch Sequenzanalysen lässt sich AtMenB/DHNS als Typ I Enzym (s.o.) charakterisieren, 

diese Klassifizierung gründet auf der Sequenz der aktiven Tasche. Wie aus Abbildung 9 (Auszug 

der Sequenzanalyse, bildet Teilsequenz der aktiven Tasche ab; für Gesamtabgleich siehe 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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Abbildung 9  
Auszug aus Sequenzabgleich von DHNS mit Referenzsequenzen aus E.coli, Synechocystis sp. PCC6830 sowie M.tuberculosis im 
Ein-Buchstabdencode der Aminosäuren; Zahlen: Start-/Endposition der Sequenz; ARATH: Arabidopsis thaliana, ECOLI: 
Escherichia coli; SYNY3: Synechocystis; MYCTU: M.tuberculosis; ă*ò: vollstªndige ¦bereinstimmung; ă:ò: starke Übereinstimmung; 
ă.ò: schwache Übereinstimmung; Kasten (orange): Position des Aspartats zur Deprotonierung des CoA-Thioesters (Asp-185; 
MtMenB); 
Blau: sauer, Pink: basisch (ohne Histidin), Rot: unpolar/hydrophob (ohne Tyrosin); Grün: polar/neutral (mit Tyrosin und Histidin) 
Sequenzabgleich durchgeführt mit Clustal Omega (1.2.4) Standardeinstellungen (Madeira et al. 2019) 

 

 

Ein globaler Abgleich der Aminosäuresequenz von DHNS und EcMenB zeigt eine 

Sequenzabdeckung von 78 %. Innerhalb dieses Bereichs stimmen die Sequenzen zu 69,1 % 

vollständig überein, die starke Übereinstimmung liegt bei 80 %. Die unvollständige 

Sequenzabdeckung liegt einzig in den ersten 73 Aminosäuren des N-terminus begründet, 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 für die enzymatische 

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

 

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

 

Inhibitoren für SaMenB, EcMenB sowie MtMenB wurden im Zuge mehrerer 

Hochdurchsatzscreenings im gekoppelten Enzym-Assay gefunden. Um die enzymatische 

Reaktion von MenB studieren zu können, bedarf es einer Kopplung dieser Reaktion mit der 

vorherigen (MenE; OSB Ą OSB-CoA). Dies ist mit der Instabilität des Substrats (OSB-CoA) 

begründet, 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 Lactonisierungsreaktion 
OSB wird in einem ersten Schritt von MenE unter Verbrauch von ATP zu dem Intermediat OSB-AMP umgewandelt. 
Adenosinmonophosphat (AMP) wird daraufhin von Coenzym-A verdrängt, hierdurch entsteht das Produkt der MenE-Reaktion OSB-
CoA. In der darauffolgenden Reaktion, die von MenB katalysiert wird, zyklisiert OSB-CoA zu DHNA-CoA wobei Wasser 
abgespalten wird, man spricht somit von einer Kondensation. Da Coenzym-A ebenso eine gute Abgangsgruppe darstellt, kann sowohl im 
basischen als auch mi sauren Milieu eine Lactonisierung stattfinden, bei der sich unter Abspaltung von Coenzym-A ein heterocyclisches 

System intramolekularer Esterbindungen ausbildet. 

 

Hierbei erwies sich, dass insbesondere Analoga zu OSB, wie beispielsweise 

4-Oxo-phenylbut-2-Enoate, die größte 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 stärkeren inhibitorischen Effekt auf MenB ausüben. In dieser Form ist es 

den Inhibitoren jedoch nicht möglich, aufgenommen zu werden. Die Aktivierung bzw. 

Modifikation hat folglich in der Zelle zu erfolgen, man spricht in diesem Kontext von einer 

ăProdrugò. 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 überführt werden.  

Als Mechanismus wurde hierfür eine Michael-Addition postuliert. Zudem wurde postuliert, dass 

das Inhibitor-CoA-Addukt eine Struktur einnimmt, die der des Enolat-Anions gleicht und somit 

das ăOxyainion-Lochò besetzt (Li et al. 2011c). 

 

Abbildung 11  
Hypothetische Struktur des CoA-Addukts von Methyl 4-Oxo-4-(4-Chlorophenyl)-2-butenoat sowie mögliche Wirkungsweise an MenB 
[Verändert, nach (Li et al. 2011c)] 
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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 µM DHNA aufgehoben werden (Li et al. 2011c). 

Auch im pflanzlichen System (A. thaliana) konnte dieser Effekt gezeigt werden. So war es 

möglich, die KO-Mutanten für die für phyllo sowie für aae14 codierende Gene, mittels 1 mM 

DHNA nicht nur zum Keimen zu bringen, sondern ebenfalls über Wochen zu kultivieren 

(Gross et al. 2006; Kim, van Oostende, Basset & Browse 2008).  

Dies legt die Hypothese nah, dass induzierte Störungen des Phylloquinon-Synthesewegs vor 

dem Intermediat DHNA durch Zugabe von diesem kompensiert werden können. Dieser Effekt 

kann zur Validierung des Wirkstoff-Wirkort-Verhältnisses beitragen, da nur diesen 

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

 

 Spleißen 

 

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

(messengerRNS; Kurier RNS) übertragen werden, diesen Vorgang nennt man Transkription. 

Der Großteil eukaryotischer Gene besteht jedoch nicht nur aus einer ăsinnhaftenò codierenden 

Sequenz, den Exons (exprimierte Sequenzen), sondern wird häufig von nichtcodierenden 

Nukleotidabfolgen, den Introns (intervenierende Sequenzen), unterbrochen (å 90 % bei der 

proteincodierenden Gene in Pflanzen (Eckardt 2013)). Diese Introns stellen jedoch nicht, wie 

zuvor angenommen, bloße Unterbrechungen in der codierenden Sequenz dar, sondern weisen 

ihrerseits eigenständige biologische Funktionen auf. Allgemein lassen sie sich in mindestens fünf 

Klassen unterteilen. So erfüllt ein Großteil regulatorische Funktionen in der mRNS-

Prozessierung, andere wiederum codieren 

für Ribozyme, RNS-Moleküle die ihrerseits 

eine katalytische Rolle einnehmen (Chorev 

& Carmel 2012). 

Somit resultiert aus der Transkription 

zunächst eine Primärform der mRNS (prä-

mRNS; auch Primärtranskript), die in 

einem weiteren Schritt von diesen Introns 

bereinigt werden muss. Diesen ăZensur-

Prozessò bezeichnet man als Spleißen, er 

findet im Zellkern statt (Abbildung 12). 

Durch das Spleißens werden die Introns aus 

dem Primärtranskript herausgetrennt und 

die codierenden Sequenzen (Exons) nukleotidgenau miteinander zur ăreifenò mRNS 

verbunden. Diese besteht aus einem durchgehend codierenden Bereich, der von einem Start- 

und einem Stopp-Codon begrenzt wird. Die mRNS verlässt daraufhin den Zellkern, und es 

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

übersetzt wird.  

 

 

Abbildung 12  
Schematischer Ablauf von DNS zu Protein 
Im Zuge der Transkription wird der für ein Gen betreffende 
Sequenzabschnitt von DNS in prä-mRNS übertragen. Hierbei wird nur 
der codierende Strang abgeschrieben; von der doppelsträngigen Matrize 
entsteht ein einzelsträngiges Primärtranskript. Dieses wird daraufhin im 
Zuges des Spleißens dahingehend prozessiert, dass die resultierende 
mRNS nur noch Exons enthält, während die Introns entfernt werden. 
Die mRNS verlässt daraufhin den Zellkern und wird am Ribosom im 
Zytosol in Protein übersetzt, dieser Prozess wird daher als Translation 
bezeichnet. 
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Die Zielpunkte für das Spleißwerkzeug auf der prä-mRNS werden durch bestimmte 

konservierte kurze Nukleotidsequenzen des Introns markiert. Diese finden sich am 5ô- und am 

3ô-Ende des Introns, man spricht hierbei somit von der 5ô Spleiß-Stelle (5õSS) und der 

3ô Spleiß-Stelle (3õSS). Zusätzlich haben alle Introns eine Verzweigungsstelle (BPS; branch point 

site), die ein weiteres obligates Spleiß-Signal darstellt. Somit umfasst jedes Intron 

dreiSpleiß-Signale, die in jeder Spleiß-Reaktion mitwirken (Abbildung 13). 

Auf molekularer Ebene erfolgt der Splicing-Vorgang schrittweise in einem geordneten, 

komplexen Ablauf, bei dem sich an jedem zu spleißendem Intron das Spleißosom bildet, das 

das ăSchneide- und SchweiÇwerkzeugò darstellt.  

 

 Das Spleißosom 

 

Als Spleißosom wird ein Verbund von kleinen, zellkerneigenen Ribonukleoproteinen 

(snRNP, small nuclear ribonucleoprotein) bezeichnet. Dieser Ribonukleoproteinkomplex, setzt sich 

aus obligat fünf 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 Spleißen geschieht durch das Zusammen- und Umlagern der 

Untereinheiten des Spleißosoms (snRNPs) und der assoziierten Proteine (Papasaikas & 

Valcárcel 2016; Braunschweig et al. 2013; Keren, Lev-Maor & Ast 2010). Hierbei entstehen 

verschiedene biochemisch unterscheidbare Komplexe, die auf Wechselwirkungen zwischen prä-

mRNS-snRNS, snRNS-snRNS, RNS-Protein sowie Protein-Protein basieren. 

Darüber hinaus werden zweierlei Typen von Spleißosom unterschieden: 

1. Das große oder hauptsächliche U2-Spleißosom (ămajorò Spliceosom) 

2. Das kleinere U12-Spleißosom (ăminorò Spliceosom)  

 

Abbildung 13  
Schematische Darstellung einer RNS-Sequenz mit dem Motiv Exon-Intron-Exon mit konservierten Sequenzen 
Zur Prozessierung der prä-mRNS bedürfen die Spleißwerkzeuge sogenannter Spleiß-Signale, die für ein Erkennen der Exon-Intron-Exon 
Grenzen unabdingbar sind.  
Diese Signale finden sich am 5ô- und 3ô-Ende des Introns (5õSS, 3õSS) sowie in Form der Verzweigungsstelle (BPS) innerhalb des Introns.  
5´SS: 5´Spleißstelle, BPS: Verzweigungsstelle; A: Adenosin der BPS; Yn: Polypyrimidin-Sequenz; 3´: 3´Spleißstelle; 
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Das U2-Typ Spleißosom setzt sich aus dem U1-snRNP, dem U4/U6:U5-tri-snRNP sowie dem 

namensgebenden U2-snRNP zusammen.  

Das U12-Spleißosom umfasst, mit Ausnahme des U5-snRNPs, funktionelle Analoga (Will & 

Lührmann 2005; Turunen, Niemelä, Verma & Frilander 2013). 

 

Diesen beiden Typen des Spleißosoms sind die weitgehend unveränderlichen Werkzeuge der 

Prozessierung des Primärtranskripts entlang des gesamten Genoms. Ausnahmen hiervon sind 

das Selbst-Spleißen bestimmter Intron-Typen (Gruppe I-; Gruppe II-, Gruppe III-Introns) 

sowie das tRNS-Spleißen, diese beiden Wege stellen jedoch, global gesehen, eher Raritäten dar. 

Die Wahl zwischen den beiden Spleißosom-Typen wird durch die zuvor erwähnten 

Signal-Sequenzen des Introns bestimmt. So weisen die Introns, die vom U2-Typ entfernt 

werden GT-AG Termini auf, während die des U12-Typs entweder AT-AC oder GT-AG sein 

können (Will & L¿hrmann 2005; SzczeƑniak et al. 2013; Turunen, Niemelª, Verma & Frilander 

2013). 
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 Die Chemie des Spleißens 

Chemisch gesehen handelt es sich bei dem ăHerausschneidenò der Intronsequenz um zwei 

aufeinanderfolgende Transester-Reaktionen, die vom Spleißosom katalysiert werden. 

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

Adenosins (A) der Verzweigungsstelle (BPS) auf die 3ô- 5ô Phosphodiesterbidung am 5ô-Ende 

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

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

reagiert diese OH-

Gruppe nun nukleophil 

mit der 

Phosphodiesterbindung 

zwischen dem 3ô-Ende 

des Introns und dem 3ô-

Exons (3ô-5ô 

Phosphodiesterbindung), 

somit werden die beiden 

Exons zum fertigen 

Spleißprodukt 

verbunden, während das 

verzweige Intron 

freigesetzt wird 

(Abbildung 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 14  
Schematischer Ablauf der zwei katalytischen Schritte des Spleißens 
Der Prozess des Spleißens umfasst zwei aufeinanderfolgende Transesterreaktionen.  
Im ersten Schritt erfolgt ein nukleophiler Angriff der 2õOH-Gruppe des Adenosins der BPS auf die 
3ô-5ô Phosphodiesterbindung zwischen Exon und Intron am 5ô-Ende des Introns. Hierdurch 
zyklisiert das Intron sich selbst zu einer lassoförmigen Struktur, weiterhin resultiert eine freie 3õOH-
Gruppe am 5ô-Exon. Diese f¿hrt einen zweiten nukleophilen Angriff auf die 3ô-5ô 
Phosphodiesterbindung am 3ô-Ende des Introns durch, der die Freisetzung des Introns bewirkt und 
die beiden Exons verbindet. 
Kästen: Exon, Linie: Intron, Pfeil (unterbrochen): Nukleophiler Angriff; p: Phosphatgruppe; OH: 
Hydroxygruppe 
5´SS: 5´Spleiß-Stelle; 3´SS: 3´Spleiß-Stelle; BPS: Verzweigungsstelle; A: Adenosin der BPS; 

[NACH: (Will & Lührmann 2005)] 
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 Biologische Rolle des ăherkºmmlichenò SpleiÇens und seiner Alternativen 

 

 Neben der ăherkºmmlichenò Variante (Entfernen aller Introns) weist der Vorgang des 

Spleißens bedeutsame Alternativen auf. Dabei werden beispielsweise Introns in der Sequenz 

belassen, Exons übersprungen oder alternative Spleiß-Stellen an 5ô-Ende oder 3ô-Ende 

verwendet (Abbildung 15). 

 

Das Genom von A. thaliana umfasst 34.212 Gene, von denen lediglich 27.667 für Proteine 

codieren (Cheng et al. 2017). Demgegenüber konnte bisher die Expression von bis zu 74.194 

unterschiedlichen Proteinen nachgewiesen werden. Diese Differenz wird dadurch erklärt, dass 

60 % der proteincodierenden Gene, die ein oder mehrere Introns beinhalten, alternativ gespleißt 

werden (Zhang et al. 2017; Cheng et al. 2017; Eckardt 2013). 

Das bedeutet, dass aus einer prä-mRNS im Durchschnitt 2,68 unterschiedliche Transkripte 

entstehen (Zhang et al. 2017).  

Zusammenfassend eröffnet der Prozess des Spleißens mit seinen Alternativen eine Möglichkeit, 

vorhandene genetische Information in unterschiedlicher Weise zu interpretieren und somit die 

ăPalette der mºglichen Proteineò, das Proteom, um ein Mehrfaches zu erweitern.  

 

 Ablauf des Spleißens 

Der folgende Abschnitt illustriert den schematischen Ablauf des Spleißens mit der Zusammen- 

und Umlagerung der Untereinheiten des U2-Typ Spleißosoms (exemplarisch, ähnlich bei U12-

Typ). Im ersten Schritt bindet die U1 Untereinheit die 5õSS und formt den E Komplex (early), 

 

Abbildung 15 
Spleißmuster des herkömmlichen und Alternativem Spleißen 

(1) herkºmmlich (konsekutiv), (2) retiniertes Intron; (3) ¦bersprungenes Exon; (4) Alternative 5õSS; (5) Alternative 3ôSS  
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hierdurch wird der Prozess initiiert. In diesem Schritt bindet zudem der Spleißfaktor SF1 an der 

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

Durch eine ATP-abhängige 

Verdrängung von SF1 durch 

das U2 snRNP geht das 

Spleißosom in den A 

Komplex über. Dieser wird 

durch kleinere Untereinheiten 

stabilisiert, hauptsächlich die 

Faktoren SF3a und SF3b. 

Diese binden sowohl die 5ô- 

und 3ô-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:U5 tri-snRNP 

Komplex, mit dem der 

B Komplex geformt wird. 

Der B Komplex enthält alle 

für das Spleißen benötigten 

Komponenten, ist jedoch 

noch inaktiv. Durch 

Änderungen in der 

Anordnung seiner einzelnen 

Bestandteile werden die 

Untereinheiten U1 und U4 aus 

dem Komplex verdrängt, was 

zum Formen des aktivierten B* Komplexes führt. 

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

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

unterzogen werden könnte. Erst nach Auflösung der U4:U6 Struktur kann U6 an U2 binden 

 

Abbildung 16 
Schematischer, schrittweiser Aufbau des Spleißosoms, sowie Ablauf des Spleißens des U2-
Spleißosoms, illustriert an einer Exon-Intron-Exon-Sequenz 
Kasten: Exon, Linie: Intron; Kreis: Untereinheiten des Spleißosoms 
oval: SF3B1 -Untereinheit des U2-snRNPs 
5õSS: 5ô SpleiÇ-Stelle, 3õSS: 3ô SpleiÇ-Stelle, BPS: Verzweigungsstelle 
A: Adenosin der Verzweigungsstelle; Yn: Polypyrimidintrakt 
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und so das katalytische Zentrum formen (Papasaikas & Valcárcel 2016). Hierbei bindet die U6 

Untereinheit Teile von U2 sowie Basen der 5ô SS. Das so entstehende Ger¿st stabilisiert nun 

einerseits die Bindung des Spleißosoms an der prä-mRNS, während es andererseits die reaktiven 

Gruppen zusammenführt. Die resultierende Anordnung ermöglicht es, dass vier 

Phosphatgruppen zwei Mg²+-Ionen stabilisieren, die die Phosphoryltransfer-Reaktion 

vermitteln (Steitz & Steitz 1993; Hang, Wan, Yan & Shi 2015; Fica et al. 2013). Es entsteht der 

sogenannte katalytische Kern. 

Im folgenden Schritt läuft der erste katalytische Schritt des Spleißens ab, mit Ausbildung des 

C Komplexes. Chemisch gesehen greift hierbei die 2ô-OH Gruppe des Adenosins der 

Verzweigungsstelle (BPS) das Phosphoratom der Phosphodiesterbindung der 5ô SS an. Durch 

diese Bindung zirkularisiert das Intron, man spricht hierbei vom Lariat Intron (eng. Lariat = 

Lasso), und das 5õExon wird freigesetzt. Durch Bindung dieses ersten Exons an die U5 snRNS 

verbleibt das Exon in seiner Position am Spleißosom.  

Die nun freie 3õOH-Gruppe des 5õ-Exons greift im Zuge des zweiten katalytischen Schritts die 

Phosphatgruppe am der 3ôSS an, dies f¿hrt zur Verkn¿pfung beider Exons und der Freisetzung 

des Lariat-Introns. Daraufhin löst sich das Spleißosom von der ăreifenò mRNS. 

 

 Alternatives Spleißen 

 

Neben den aus dem òherkºmmlichenó SpleiÇen resultierenden Transkripten kann das Proteom 

durch das sogenannte Alternative Spleißen (AS) erweitert werden. Hierbei können aus einer 

einzigen Gensequenz multiple unterschiedliche mRNS entstehen. Diese Möglichkeit resultiert 

aus einer sequenzbedingten Vieldeutigkeit von Introns, Exons und ihren Grenzen. Somit 

können Introns situationsbedingt in der codierenden Sequenz verbleiben oder entfernt werden. 

In vielzelligen Organismen findet dieses Verfahren breite Anwendung. So werden über 90 % 

der menschlichen Gene alternativ gespleißt (Braunschweig et al. 2013; Keren, Lev-Maor & Ast 

2010), bei A. thaliana geht man aktuell von über 60 % der Multiintron-Genen aus (Marquez et 

al. 2012; Zhang et al. 2017). Hierbei kommt den alternativ gespleißte Isoformen oftmals die 

Funktion einer Schalterstellung zu. So werden beispielsweise die Glykolyse sowie Apoptose und 

Zellteilung, über alternativ gespleißte Transkripte reguliert (Biamonti, Maita & Montecucco 

2018; Li & Manley 2010). 
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Insbesondere im Bereich der Stressantwort-Reaktion der Pflanze spielt das Alternative Spleißen 

eine wichtige Rolle. Die Regulierung erfolgt durch Beeinflussung des Abszisinsäure Wegs (ABA; 

abscisic acid) (Laloum, Martín & Duque 2018), der die Reaktion der Pflanze auf abiotische 

Stressoren vermittelt. Stimulation der Pflanze mit ABA, erhöhte Salzkonzentration oder Hitze 

führen zu einer vermehrten Nutzung von abweichenden Spleißstellen, die somit das 

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

Ebenso lässt sich diese Tendenz zur Produktion unterschiedlicher Transkripte aus einer 

prä-mRNS in anderen Stoffwechselwegen der Stressantwort-Reaktion feststellen. 

Zusammenfassend orchestriert das Verhältnis der einzelnen Spleiß-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-Döring, Scharf & Nover 2007). Während die 

Volllängen-Variante des Transkriptionsfaktors A2 (HsfA2) nicht in der Lage ist, an den eigenen 

Promotor zu binden, ist es einer alternativ gespleißten, verkürzten Variante (S-HsfA2) 

nachweislich möglich, diese Bindung einzugehen und somit einen positiven Feedback-Loop 

auszulösen (Liu et al. 2013). 

Zusätzlich ist S-HsfA2 in der Lage, Hitzestress-Elemente (HSE) zu binden und somit die 

Stressantwortreaktion weitergehend zu vermitteln (HSE; heat stress element; Palindromische 

Sequenzen in Promotorregion von hitzestressaktivierten Genen). 

Neben den zuvor beschriebenen essenziellen Sequenzen (5õSS, 3õSS, BPS) für die Rekrutierung 

des Spleißosoms können weitere cis-wirkende Elemente innerhalb der Exons und Introns die 

Spleißstellennutzung und -Effizienz beeinflussen. Hierbei kann zwischen fördernden 

Sequenzen (sogenannten Enhancern) und inhibierenden Sequenzen (sogenannten Silencern) 

unterschieden werden.  

Diese Sequenzen werden von den trans-wirkenden Faktoren gebunden, bei denen es sich 

zumeist um nicht-snRNPs handelt. Beispiele hierfür sind die Gruppe der SR-Proteine, die durch 

ihre Bindung an Enhancer- oder Silencer-Sequenzen den Gesamtprozess sowie das Auftreten einer 

Isoform steuern (Shang, Cao & Ma 2017; Wachter, Rühl & Stauffer 2012). Diese Modulation 

erfolgt gewebespezifisch, daher wurde das Alternative Spleißen in der Vergangenheit oftmals 

auch als ăgewebespezifisches Spleißenò bezeichnet (Seyffert & Balling 1998). 
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Die SR-Proteine (Serin/Arginin reiche Proteine) bilden eine Familie hochkonservierter, mit dem 

Spleißen assoziierter Proteine. Sie enthalten N-terminal ein oder zwei RNS-Bindedomänen 

(RRM; RNA Recognition Motif) und die namensgebende C-terminale Arginin- und Serin-reiche 

Domäne (RS-Domäne), die reversibel phosphoryliert werden kann. Mittels der RRM binden die 

SR-Proteine die cis-wirkenden Elemente der prä-mRNS, während die RS-Domäne in Protein-

Protein-Interaktion involviert ist und somit zur Rekrutierung der Untereinheiten des 

Spleißosoms beiträgt. Sie spielen somit sowohl im herkömmlichen also auch im alternativen 

Spleißen eine Rolle. Die entscheidende Rolle der SR-Proteine für den Organismus lässt sich am 

Beispiel von SR45 aufzeigen. Es handelt sich hierbei um ein Protein, das den SR-Proteinen 

ähnlich ist und zwei RS-Domänen aufweist. Bei einer Mutation von SR45 in Arabidopsis kommt 

es zu einer Reihe von Entwicklungsdefekten. Diese beinhalten Änderungen in der Morphologie 

von Blatt und Blüte, verzögertes Blühen und Wurzelwachstum sowie Störungen im ABA und 

Zucker-Signalweg, die über das gesamte Genom zu Änderungen im Spleißmuster 

verschiedenster prä-mRNS führen (Carvalho et al. 2016; Ali et al. 2007; Carvalho, Carvalho & 

Duque 2010). 

Während weitere solcher trans-wirkenden Faktoren bei vielzelligen Tiere bereits identifiziert und 

weitergehend zu Proteinfamilien klassifiziert werden konnten, sind im Bereich der höheren 

Pflanzen nur einige wenige solcher Spleißfaktoren umfassend beschrieben. Neben den zuvor 

erwähnten SR-Proteinen sind ebenso die Polypyrimindin-Trakt Bindeproteine (PTB) zu 

nennen. 

 

 Fehl-Spleißen 

 

Ein präzises Spleißen der prä-mRNS ist somit die Voraussetzung für die korrekte Translation 

von Proteinen, da schon die In- oder Exklusion eines einzigen Nukleotids das finale Transkript 

komplett verändert. 

Daher hängt der Prozess maßgeblich von dem Vorhandensein und der Übereinstimmung der 

Sequenzen ab, die die Exon-Intron-Grenzen definieren und als Erkennungssequenz für die 

Spleißmaschinerie dienen. Mutationen in diesen Bereichen können zu unfunktionellen oder gar 

schªdlichen Proteinen f¿hren. Hierbei kºnnen sich neue 5õ oder 3õ Spleiß-Stellen ergeben oder 

bestehende Spleiß-Stellen deaktiviert werden, mit dem Resultat einer fehlerhaften 

mRNS-Sequenz.  
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Neben dem Verbleib eines Introns, dem Überspringen eines Exons oder dem Schaffen 

verlängerter oder verkürzter Exons kann sich auch beim Spleißen ein sogenannter Frameshift 

(Verschieben des Leserahmens) ergeben, der die gesamte codierende Sequenz verändert.  

Beispielhaft sei hier die autosomal rezessive Krankheit Mukoviszidose genannt, bei der eine 

Reihe von Mutationen zum Entstehen sogenannter Pseudo-Exons führen. Das resultierende 

Protein, ein Ionen-Kanal, kann daraufhin den Ionenhaushalt der Zelle nicht mehr korrekt 

regulieren. Als Folge ist der Mukus, das Sekret der Schleimdrüsen, visköser als bei gesunden 

Personen, was zu einem Verstopfen der Bronchien sowie Folgeerkrankungen führt (Sanz, 

Hollywood, Scallan & Harrison 2017).  

 

 Inhibitoren des Spleißens 

 

In der jüngeren Vergangenheit waren das Spleißen beeinflussende Moleküle Gegenstand 

intensiver Forschungsarbeit. Zum einen ging es um die Suche nach Molekülen, um den 

Spleißvorgang in bestimmten Teilschritten stoppen und für nähere Analysen sezieren zu 

können. Zum anderen suchte man Moleküle, um spezifische Spleiß-Events inhibieren zu 

können. 

Um dem Spleißosom in seiner Komplexität 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 großen 

Beitrag zum besseren Verständnis der vielen Funktionen von SF3B1 liefern. 

Hierbei handelt es sich um in der Natur vorkommende Stoffe, die schon in geringer 

Konzentration (nM ) den ăWettstreitò der Intron-Substrate um das Spleißosom 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 (Corrionero, Miñana & Valcárcel 2011; Folco, Coil & Reed 2011). 

Dies ist weiterhin neben dem Beitrag zum besseren Verständnis des Faktors im Prozess relevant, 

da nachgewiesen werden konnte, dass Mutationen in SF3B1 häufig bei Patienten mit Brustkrebs, 

chronischer lymphatischer Leukämie sowie Pankreaskrebs nachgewiesen werden konnten 

(Landau et al. 2013; Ellis et al. 2012; Biankin et al. 2012).  
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Hierbei führt die Mutation zu einer Veränderung in der Wahl des Verzweigungspunkts, was 

daraufhin zu einer irrt¿mlichen 3ô Spleiß-Stelle führt (DeBoever et al. 2015; Alsafadi et al. 2016). 

Durch den Einsatz 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 gespleißter 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 bestätigt werden konnte. 

Der Effekt anderer Spleiß-Inhibitoren indes lässt sich oftmals nicht direkt im zellulären Test 

abbilden, da viele dieser Stoffe weitere ăoff-targetò-Effekte (Effekte außerhalb des Zielbereichs) 

aufweisen, die ebenfalls zytotoxisch wirken. 

 

II.2.8.1. Herboxidien  

 

 

Abbildung 17  
Strukturformel von Herboxidien (GEX1A) 

 

Herboxidien (GEX1A) ist ein Sekundärmetabolit von Streptomyces sp. A7847 (Isaac, Ayer, Elliott 

& Stonard 1992), der initial wegen seiner phytotoxischen Effekte beschrieben wurde. Auf 

wichtige Unkräuter und Ungräser zeigte er in 17.3 g/ha (7 g/ac ;(Isaac, Ayer, Elliott & Stonard 

1992)) beziehungsweise 86.4 g/ha (35 g/ac; (Edmunds, Trueb, Oppolzer & Cowley 1997)) 

starke inhibitorische Effekte, ohne bei Weizen Schäden zu verursachen. Der zugrundeliegende 

Wirkmechanismus konnte jedoch nicht ergründet werden. Durch eine Studie von Sakai et al., 

deren Ziel das Auffinden neuer Wirkstoffe für Tumortherapie war, konnte eine Änderung im 

Spleißmuster in Gegenwart des Wirkstoffes berichtet werden, was die Vermutung eines 

Kausalzusammenhangs zwischen Wirkstoff und Spleißvorgang 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 Spleißmuster 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 Spleißosoms handelt, der an jeder Spleiß-Reaktion mitwirkt (s.o.), 

können Auswirkungen sowohl in Produkten des herkömmlichen als auch in der des 

Alternativen Spleißens gefunden werden. 

Am Modellorganismus A. thaliana konnten durch Behandlung mit Herboxidien sowie durch 

einen weiteren Inhibitor der SF3b-Untereinheit (Pladoenolid B) eine Stressantwort-Reaktion für 

abiotische Stressoren ausgelöst werden. Ebenso führte die Behandlung zu einem Auslösen des 

ABA-Signalwegs sowie einer Signalkaskade, die als Spleiß-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 fünftägiger Wachstumsphase 

auf herkömmlichem 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 beschränkt ist. 

 

II.2.8.2. Psoromsäure 

 

 

Abbildung 18 
Strukturformel von Psoromsäure 

 

Bei der Psoromsäure handelt es sich um einen Sekundärmetaboliten aus Flechten, die zur 

übergeordneten Gruppe der Depsidone gehört. Sie wurde erstmals 1882 aus der Flechte 

Psoroma crassum Körber isoliert, die hierbei die namensgebende Rolle einnimmt (Asahina & 

Hayashi 1933). Innerhalb der medizinischen Forschung findet die Psoromsäure viele 

Anwendungsgebiete, wie in Tabelle 2 aufgezählt. 
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Tabelle 2  
Potenzielle medizinische Anwendungsgebiete des Flechtensekundärmetaboliten Psoromsäure 

Funktion Literatur 

Inhibition des Fettsäurebiosynthese (FAS-II) 

Stoffwechselwegs in Plasmodien (Malaria) 

(Lauinger et al. 2013) 

Prävention von Atherosklerose durch 

Bindung freier Radikale sowie Inhibition der 

Lipidperoxidation  

(Behera, Mahadik & Morey 2012) 

Inhibition der RabGGTase in der Therapie 

von Krebs und Osteoporose 

(Deraeve et al. 2012) 

Inhibition der HIV -1 Integrase in der 

AIDS-Therapie 

(Neamati et al. 1997) 

   

Darüber hinaus konnte durch einen von Samatov et al. entwickelten Hochdurchsatz-Screen 

gezeigt werden, dass Psoromsäure den Prozess des Spleißens in-vitro ab einer Konzentration von 

250 µM komplett zum Erliegen bringt (Samatov et al. 2012). Hierbei kam es zu einer 

Akkumulation der prä-mRNS sowie des Lariat-Intermediats. Durch Auftragen dieser in-vitro 

Reaktion nach definierten Zeitpunkten auf ein natives Agarosegel konnte der Prozess des 

Zusammen- und Umlagerns der Untereinheiten des Spleißosoms dargestellt werden. Hierdurch 

war es mºglich, visuell die Komplexe zu identifizieren, deren ăWeiterentwicklungò durch 

Psoromsäure verzögert beziehungsweise verhindert wurde. In der Präsenz von Psoromsäure 

akkumulieren primär aktivierte B-Komplexe (B*), deren Aktivität jedoch nach Entfernen von 

Psoromsäure wiederhergestellt werden konnte. Es handelt sich hierbei folglich um keine 

ătotgelegtenò Komplexe, sondern um ein Anhalten des Prozesses (Samatov et al. 2012). 

Das genaue Wirkstoffziel der Psoromsäure im Prozess des Spleißens konnte bisher nicht 

aufgeklärt 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 

Psoromsäure (B* wurden per Affinitätsselektion aus Mixtur nach 2 h entfernt) im Prozess des 

Spleißens fortfuhren (Samatov et al. 2012; Effenberger, Urabe & Jurica 2017). 
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III.  Zusammenfassende Einordnung der Projektteile vor dem Hintergrund 

des wirkstoffzielbasierten Ansatzes 

 

 Teil I: Phylloquinon-Synthese 

 

Zusammenfassende Bewertung der Phylloquinon-Synthese für 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 für zukünftige Herbizide erachtet werden. Sie wird den Grundvoraussetzungen 

gerecht. 

¶ Essenzieller Prozess:  

Phylloquinon ist für den Elektronentransport in Photosystem I und somit für die 

Photosynthese essenziell. Der Knockout verschiedener Gene des Synthesewegs zieht 

letale Konsequenzen nach sich (Tabelle 1). Dieser letale Effekt lässt sich durch 

Supplementation mit dem Intermediat DHNA kompensieren; dies gilt ebenfalls für 

die Auswirkungen der Inhibitoren der DHNS im Bakterium. 

¶ Literaturbekannte tool-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, 

für die von MenB katalysierte Reaktion, identifizieren konnten. 

¶ Ähnlichkeit in Aminosäuresequenz: 

Auf Sequenzebene und insbesondere im Bereich der aktiven Tasche weisen die DHNS 

von A.thaliana sowie MenB von E.coli und M.tuberculosis eine große Übereinstimmung 

auf. Dieser Umstand erhöht die Wahrscheinlichkeit, dass die bekannten Inhibitoren im 

pflanzlichen System ebenfalls wirken. 

¶ Keine Redundanzen: 

Der pflanzliche Organismus weist keine funktionellen oder genomischen Redundanzen 

für die von DHNS katalysierte Reaktion auf; das betreffende Gen liegt ohne Isoformen 

vor. 
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¶ 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 

eigenständig synthetisieren kann; der betreffende Stoffwechselweg fehlt im tierischen 

System. Dieser Umstand minimiert die potenziellen Risiken für toxikologische 

Probleme potenzieller Inhibitoren.  

 

 Teil II: Spleißen 

 

Basierend auf den zuvor beschriebenen Kriterien kann der Prozess des Spleißens übergreifend 

als aussichtsreicher Kandidat für die Entwicklung zukünftiger Herbizide erachtet werden. 

Die Produktion des Großteils der pflanzlichen Proteine (å 90 % der proteincodierenden Gene 

in Pflanzen enthalten Introns) bedarf initial des Entfernens von Introns aus dem Produkt der 

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

Bedingt durch die Erkenntnisse aus Grundlagen- sowie Krebsforschung kann auf einen Fundus 

an bekannten Wirksubstanzen zurückgegriffen werden, deren Wirksamkeit teilweise auch im 

pflanzlichen Organismus bewiesen wurde; literaturbekannte tool-compounds liegen somit vor. 

Durch die beinahe vollständige Übereinstimmung der Aminosäuresequenzen eines Großteils 

der Untereinheiten des Spleißosoms zwischen Pflanze und Mensch ist die Wahrscheinlichkeit 

für die Wirksamkeit der bekannten Wirksubstanzen sehr hoch; eine große Ähnlichkeit der 

Aminosäuresequenzen ist somit gegeben. Dieser Umstand maximiert jedoch die potenziellen 

Risiken für toxikologische Probleme von herbiziden Wirkstoffen, deren Ziel-Prozess das 

Spleißen ist. 

Für die Nutzung des Spleißens als angehenden Ziel-Prozess neuer Herbizide müssen 

Untereinheiten, Faktoren und Prozesswege identifiziert werden, die spezifisch für den 

pflanzlichen Organismus sind. Basierend auf diesen Erkenntnissen kann das Spleißen 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 Spleißen) zum Thema haben. Hieraus 

ergeben sich unterschiedliche Zielsetzungen. 

Innerhalb des Themenschwerpunkts ăPhylloquinon-Syntheseò liegt der Fokus darauf zu 

überprüfen, ob der für MtMenB/EcMenB/SaMenB beschriebene Inhibitor 

Methyl 4-Oxo-4-(4-Chlorophenyl)-2-butenoat (MOCB) ebenfalls die DHNS/AtMenB in 

A. thaliana inhibiert sowie zu validieren, ob die DHNS ein Ziel für zukünftige Herbizide sein 

kann. 

Hierfür gilt es, die in-vivo Aktivität  des potenziellen Wirkstoffs zu zeigen und darüber hinaus 

zu überprüfen, ob sich der resultierende Phänotyp mittels Supplementation eines Folgeprodukts 

der DHNS-Reaktion komplementieren lässt. 

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

aktivierten Inhibitor MOCB-CoA, innerhalb eines biochemischen Tests, in-vitro überprüft. 

Darüber hinaus kann die mathematische Beschreibung der resultierenden Enzymkinetik 

Hinweise zum Modus sowie der ăStªrkeò 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 

Überexpressionslinie, die theoretisch eine erhöhte Toleranz aufweisen sollte, andererseits 

mittels Knockdown-Linien (KD), die anfälliger für den Wirkstoff sein könnten. 

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

in-silico-Studie ein Homologie-Modell der DHNS erstellt werden, um daraufhin den 

potenziellen Wirkstoff MOCB computergestützt in die aktive Tasche einzufügen. Das Ergebnis 

dieser Studie wird zwar prinzipiell keinen Beweischarakter haben, könnte jedoch bei der 

Interpretation der Ergebnisse anderer Abschnitte helfen. 

 

Das Ziel des zweiten Teilbereichs ist es, zu überprüfen, ob der Wirkstoff Psoromsäure eine 

herbizide Wirkung aufweist und ob diese auf die Inhibition des Spleißens zurückzuführen ist. 
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Als erster Schritt gilt somit das Aufzeigen einer in-vivo Aktivität  des Wirkstoffs. Hierfür 

werden Arabidopsis-Pflanzen in Gegenwart von aufsteigenden Wirkstoffkonzentrationen 

kultiviert und deren phänotypische Entwicklung beurteilt. 

Die Auswirkung der Psoromsäure auf den Spleiß-Vorgang wird mittels Transkriptom-Analyse 

überprüft. Der Fokus liegt hierbei im Auffinden und Zuordnen fehlgespleißter Transkripte zu 

ihren jeweiligen Genorten, sowie ihrer biologischen Rolle. 

Abschließend werden die Ergebnisse der computergestützten Transkriptom-Analyse mittels 

RT-PCR biochemisch validiert. Die resultierenden Fragmente potenziell fehlgespleißter 

Transkripte lassen sich mittels Agarosegel gemäß ihrer Größe auftrennen. 
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V. Ergebnisse 

 

VI. Teil I: Validierung von DHNS (At1g60550) als Wirkstoffziel 

 

 Nachweis der pflanzlichen in vivo Aktivität des Inhibitors der bakteriellen 

DHNS-Analoga: Methyl 4-Oxo-4-(4-Chlorophenyl)-2-butenoat 

 

Zur Überprüfung der in-vivo Aktivität 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 Phänotyp zu 

evaluieren. 

In der ersten Teststufe fertigte man hierfür ½ MS-Platten an, die aufsteigende Konzentrationen 

von MOCB enthielten. Diese Platten bestückte man daraufhin mit Samen und beurteilte 

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

 

Abbildung 19  
Arabidopsispflanzen in Präsenz des Inhibitors MOCB in verschiedenen Konzentrationen 
Pflanzen wurden 14 Tage auf ½ MS-Medium in Schrägplatten kultiviert. Der Inhibitor wurde in DMSO gelöst; die DMSO-Konzentration 
wurde konstant (0,1%) gehalten 
In Gegenwart des Inhibitors kommt es zu einer dosisabhängigen Verzögerung von Wachstum und Entwicklung der Pflanzen. Ebenso ist eine 

Änderung des Farbtons von Grün zu einer helleren gelblichen Färbung im Phänotyp festzustellen.  

Die Pflanzen auf der Kontrollplatte weisen sechs entfaltete Blätter auf, ein weiteres Blattpaar 

befindet sich in der Entwicklung. Die Wurzeln dieser Pflanzen erstrecken sich bis zum unteren 

Ende der Platte; sie durchqueren hierbei fünf 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 Änderungen im Phänotyp der Pflanzen. 

So treten ab einer Konzentration von 10 µM weniger Seitenwurzeln auf, und die Sprösslinge 

wirken insgesamt kleiner. Dies kann als Anzeichen für ein gemindertes Wachstum gewertet 

werden. Weiterhin nehmen die älteren Blätter eine hellere bis gelb-weißliche Färbung an.  

Bei einer MOCB-Konzentration von 25 µM sind Entwicklung und Wachstum deutlich 

verzögert. Es sind lediglich vier entfaltete Blätter sichtbar, die Wurzeln sind ebenfalls stark 

verkürzt, sie erreichen nur noch eine Länge von maximal 2 cm und weisen keinerlei 

Seitenwurzeln auf. Ebenso manifestiert sich eine ăhelleò leicht gelbliche Färbung der Pflanze, 

welche, wie schon bei 10 µM, insbesondere die älteren Blätter betrifft.  

Diese Auswirkung auf den Phänotyp wird durch die Verdopplung der Konzentration des 

Inhibitors (50 µM) weiter intensiviert, Wachstum und Entwicklung kommen beinahe 

vollständig zum Erliegen. So löst sich die Wurzel kaum von der Saatposition (maximal 0.5 cm), 

und die zwei vollständig entfalteten Blätter weisen eine klare Gelbfärbung auf.  

MOCB zeigt somit inhibitorische Effekte, die die Gesamtentwicklung der Pflanze 

dosisabhängig beeinträchtigen und zu einer helleren bis gelblichen Färbung der Blätter führt. 

Diese Änderung im Farbton manifestiert sich bei den älteren Blättern, die jungen Blätter haben 

einen deutlich grüneren 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) ăgerettetò werden. Ebenfalls war es 

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

Somit ergibt sich für den Folgeversuch die Arbeitshypothese, dass die Effekte von MOCB auch 

bei A. thaliana durch Zugabe von DHNA aufgehoben werden können. 

 

Zur Überprüfung wurden 6-Loch-Platten mit ½ MS-Medium sowie ansteigenden 

Konzentrationen von MOCB angefertigt. Hierbei wurden zwei Versuchsgruppen gebildet, einer 

Hälfte wurden zusätzlich 100 µM DHNA zugesetzt (Reihe [ + ]) , der anderen nicht (Reihe [ - ]). 

Die Kultivierung erfolgte wiederum für 14 Tage. 
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Abbildung 20  
Komplementation der Effekte von Methyl 4-Oxo-4-(4-Chlorophenyl)-2-butenoat verschiedener Konzentrationen auf Arabidopsis thaliana im 
Auflauf 
Pflanzen wurden 14 Tage auf ½ MS Medium kultiviert, Wirkstoff wurde in 0.1 % DMSO zugegeben sowie DHNA in 0.05% Ethanol; 

Spalten: [ - ] kein DHNA zugesetzt, [ + ] 100 µM DHNA zugesetzt; Spalten: Konzentration des Inhibitors MOCB. 

 

Wie aus Abbildung 20 ersichtlich, zeigt sich der dosisabhängige Effekt des Inhibitors MOCB 

(wie schon zuvor für 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 Gelbfärbung sowie eine Verzögerung des 

Wachstums zu beobachten.  

In der unbehandelten Kontrollgruppe ([ - ], 0 µM MOCB; obere Reihe, 1. links) weisen die 

Pflanzen sechs vollständig entfaltete Blätter auf, wobei die Anlagen für das nächste Blattpaar 

ebenfalls schon präsent sind. Die Wurzeln dieser Pflanzen durchziehen das gesamte Medium, 

und die Sprösslinge weisen eine starke Grünfärbung auf. 

In der Versuchsgruppe ohne Inhibitor-Zusatz ([ + ], 0 µM MOCB; untere Reihe, 1. links) wirken 

die Pflanzen insgesamt kleiner und weniger weit entwickelt. Die Grünfärbung erscheint 

gleichermaßen intensiv (im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe [ - ], 0 µM MOCB), 

auch in der Anzahl der entfalteten Blätter lässt 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 Änderung im Farbton führen. 

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

sich im Phänotyp der Pflanzen in Bezug auf Größe, Entwicklung und Färbung wider. 
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Durch Zusetzen des Zwischenprodukts DHNA können diese Effekte bei 20 µM, 30 µM sowie 

40 µM MOCB abgemildert bis aufgehoben werden (Vergleich [ + ] [ - ]).  

Die Pflanzen weisen in den Proben 20 µM und 30 µM MOCB ([ + ], 20 µM & 30 µM MOCB) 

eine intensivere Grünfärbung als ihre nicht supplementierten Konterparts auf 

([ - ], 20 µM & 30 µM MOCB). Durch den Zusatz sind Entwicklung und Wachstum bei 20 µM 

MOCB unbeeinflusst, die Pflanzen dieser Probe erscheinen sogar größer und weiter entwickelt 

als die Pflanzen der Versuchsgruppe ohne Inhibitor-Zusatz ([ + ], 0 µM MOCB). Bei 30 µM 

erscheinen die Sprösslinge etwas kleiner und ähneln in ihrer Größe der Versuchsgruppe ohne 

Inhibitor-Zusatz ([ + ], 0 µM MOCB), eine Beeinflussung durch den Inhibitor MOCB ist jedoch 

beim Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe ([ - ], 0 µM MOCB) ersichtlich. Dieser 

Trend setzt sich in der 40 µM MOCB-Probe fort. Die Pflanzen sind im Vergleich zur nicht 

supplementierten Probe ([ - ], 40 µM MOCB) weiter entwickelt und weisen eine grünere Farbe 

auf, jedoch sind klare Effekte des Inhibitors ersichtlich ([ + ], 40 µM MOCB) Bei einer 

Inhibitorkonzentration von 50 µM sind keine nennbaren Unterschiede zwischen 

supplementierter und nicht supplementierter Probe zu erkennen. 

Die Erkenntnisse dieser Komplementationsstudie zeigen, dass es möglich ist, die Effekte des 

Inhibitors MOCB durch Zugabe des Intermediats zu mindern beziehungsweise, bei niedrigeren 

Dosen des Inhibitors, komplett auszuräumen. Weiterhin zeigt sich jedoch, dass DHNA selbst 

ebenfalls eine negative Änderung im Phänotyp bewirkt, die durch eine geringe Dosis an 

Inhibitor ausgeräumt wird. 

Bei Betrachtung der Strukturformel des Inhibitors MOCB, lassen sich verschiedenste 

Strukturmotive erkennen, die das Ziel für weitere Optimierungen des Inhibitors sein können. 

Es lässt sich somit eine allgemeine Strukturformel erstellen, die zur Identifikation möglicher 

Analoga verwendet werden kann (Abbildung 21). 
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Abbildung 21 
Inhibitor MOCB und die davon abgeleitete allgemeine Strukturformel; 
X: mögliche Position für Halogen; Y: mögliche Position für O-R (Ester), S-R (Thioester), HN-R (Amid), OH ( Carbonsäure), Z: mögliche 
Position für Alkylgruppe oder Wasserstoff (H); ăgewellteò Bindung: Einfach oder Mehrfachbindung zwischen 2 und 3 Kohlenstoffatom 

 

Auf Grundlage dieser allgemeinen Formel und der Einschränkung nur in jeweils einem 

Strukturmotiv von MOCB abzuweichen, konnte eine Anzahl an Substanzen identifiziert und 

für erste phänotypische Untersuchungen verwendet werden. 

 

Abbildung 22  
Phänotypische Effekte struktureller Analoga von MOCB auf Arabidopsis thaliana 
Pflanzen wurden 14 Tage auf ½ MS-Medium in Schrägplatten kultiviert. Der Inhibitor wurde in DMSO gelöst; die DMSO-Konzentration 
wurde konstant (0,1%) gehalten 
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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 

Verständnis der Aktivierung beitragen können.  

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

dargestellt. 

In Gegenwart der Verbindung ăAnalog Aò wird das Wachstum der Pflanzen sowie ihre Färbung 

deutlich früher beeinträchtigt, als dies bei MOCB der Fall war. Bei 10 µM war eine klare 

Beeinträchtigung des Wurzelwachstums zu bemerken (maximal 4,9 cm, Durchschnitt 3,5 cm; 

Kontrolle 6,7 ð 7 cm). Ebenso waren die Sprösslinge deutlich kleiner und wiesen eine merkliche 

Gelbfärbung auf. Durch Erhöhung der Konzentration auf 25 µM wurden diese Effekte 

weitergehend intensiviert, bei 50 µM blieb das Auflaufen der Samen völlig aus.  

Im Gegensatz hierzu kam es durch den Zusatz des Inhibitoranalogons B (ăAnalog Bò) nur zu 

geringen Effekten im Phänotyp der Pflanzen. Erst bei einer Konzentration von 50 µM war eine 

Änderung zu beobachten. Diese Sprösslinge wirkten im Vergleich zu denen geringerer 

Wirkstoffkonzentrationen sowie der Kontrolle in der Entwicklung gehemmt. Das 

Wurzelwachstum war gemindert (Hälfte der Pflanzen ~ 5 cm), und es traten weniger 

Seitenwurzeln auf. Die Grünfärbung blieb jedoch von diesem Stoff unbeeinträchtigt. 

 

 Chemische Validierung der DHNS als Wirkstoffziel von MOCB ð In-vitro 

Enzym-Assay 

 

Während die in-vivo-Analyse die Wirkung des Inhibitors (MOCB) auf den Phänotyp der Pflanze 

beschreibt, prüft die in-vitro-Analyse den angenommenen biochemischen Wirkmechanismus: 

Hierbei werden Wirkstoff und potenzielles Zielenzym (mit seinem Substrat und Kofaktoren) in 

einer künstlichen Umgebung zusammengebracht und die resultierenden Effekte auf die 

Aktivität des Enzyms evaluiert. Sollte der Wirkstoff eine inhibitorische Wirkung aufweisen, so 

würde sich diese in einer Änderung der Umsatzrate beziehungsweise der mit ihr assoziierten 

Konstanten widerspiegeln. 

Die chemische Validierung trägt neben einer Aussage über die Stärke der Inhibition (IC50-Wert; 

halbmaximale inhibitorische Konzentration), der Bindungsaffinität des Inhibitors (Ki-Wert; 

Inhibitionskonstante, Dissoziationskonstante Enzym-Inhibitor-Komplex) zu einem besseren 

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

unkompetitiv). 

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

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

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

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

die Produktbildungsrate über die Zeit ermittelt werden.  

Wie von Truglio et al. und Li et al. für die DHNS-Analoga aus Mycobacterium tuberculosis und 

Staphylococcus aureus 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 für die in-vitro Studie eine gekoppelte Reaktion zweier 

Enzyme, da für das Studium der DHNS-Reaktion zuvor das Substrat über MenE synthetisiert 

werden muss.  

 

Abbildung 23 
Reaktionsverlauf gekoppelte Enzymreaktion von MenE und MenB 
OSB wird von MenE über ein OSB-AMP Intermediat mit Coenzym-A (CoA) aktiviert; es entsteht OSB-CoA, das Substrat von 
MenB. 
Dieses Zwischenprodukt neigt zur Weiterreaktion zum Lakton, daher kann OSB-CoA nicht einzeln zugesetzt werden sondern muss 
innerhalb des Versuchs produziert werden. 
MenB katalysiert eine intramolekulare Claisen-Kondensation, bei der ein weiteres aromatisches System entsteht. Das Produkt kann 
aufgrund dieses aromatischen Systems spektrophotometrisch von den Edukten unterschieden werden. 

 

Für die Aufnahme der Enzymkinetik wurde ein System, bestehend aus EcMenE und 

DHNS/AtMenB aufgebaut. Bei EcMenE handelt es sich um die aus E. coli stammenden 

OSB-CoA-Ligase (menE; II.1.2). Sie wurde für dieses Testsystem ausgewählt, da ihre 

Expression und Isolierung sowie ihre Aktivität im in-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. 

bezüglich 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).  Darüber hinaus nimmt EcMenE in 
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diesem Kontext lediglich die Rolle eines ăHilfsenzymsò ein, welches zur bedarfsweisen 

Produktion des Substrats der Folgereaktion benötigt wird. Der Rückgriff auf ein aus E. coli (und 

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

Zur Überprüfung der grundsätzlichen Durchführbarkeit des Tests mit den gewählten 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 Präferenzen in der Nutzung der Codons wurden diese auf den 

Produktionsorganismus E. coli optimiert. Die verwendeten Konstrukte sind in Tabelle 3 

aufgelistet. Die eingesetzten Methoden zum Erstellen dieser sind im Bereich Material und 

Methoden aufgeführt. 
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Tabelle 3  
Verwendete Konstrukte für Überexpression der Proteine des Enzym-Assays 

Konstrukt Beschreibung (Protein) 

pET15b-EcMenE Aus E. coli stammende Version von MenE in nativer Form 

(EcMenE) 

pET15b-EcMenE-His 6 EcMenE mit C-terminalem Histidin-Hexapeptid 

(EcMenE-His6) 

pET15b-His 6-EcMenE EcMenE mit N-terminalem Histidin-Hexapeptid sowie TEV-

Schnittstelle (His 6-EcMenE) 

pET15b-EcMenB Aus E. coli stammende Version von MenB in nativer Form 

(EcMenB) 

pET15b-EcMenB-His 6 EcMenB mit C-terminalem Histidin-Hexapeptid 

(EcMenB-His 6) 

pET15b-His 6-EcMenB EcMenB mit N-terminalem Histidin-Hexapeptid sowie TEV-

Schnittstelle (His 6-EcMenB) 

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

(DHNS ) 

pET15b-DHNS -His 6 DHNS mit C-terminalem Histidin-Hexapeptid 

(DHNS -His 6) 

pET15b-His 6-DHNS  DHNS mit N-terminalem Histidin-Hexapeptid sowie TEV-

Schnittstelle (His 6-DHNS ) 

 

Die anfänglichen Vektoren orientierten sich an den in der Literatur beschriebenen Konstrukten 

der Enzyme aus Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli sowie Staphylococcus aureus, die einen 

Histidin-Tag (His6-tag) für Affinitätschromatographie beinhalten (Li et al. 2011b; Li et al. 2011c; 

Truglio et al. 2003). Publikationen anderer Forschungsgruppen weisen jedoch daraufhin, dass 

ein solcher Affinitäts-Tag die Proteinfaltung der EcMenB einschränke 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 für EcMenB, EcMenE als auch für DHNS Expressionsstudien 

unternommen, um zu ergründen, ob ein Affinitäts-Tag (N- oder C-terminal) die 

Proteinproduktion beeinträchtigt, und welche Strategie zur Reinigung die vielversprechendste 

ist. 
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VI.1.2.2. Variante 1: EcMenB-His6 und DHNS-His6   

(Ergebnis: Ausbleiben der Produktion der Proteine) 

 

 

Abbildung 24  
SDS-Gele der Expressionsstudie für DHNS und EcMenB mit C-terminalem His6-Tag in BL21 (DE3) Zellen 
L: Lysat, P: Pellet, 0: bei Induktion mit 1mM IPTG, 3: 3 h nach Induktion, 6: 6 h nach Induktion, ÜN: ă¦bernachtkulturò 18 h 
nach  Induktion, X: Leerstelle, M: Marker ( in kDa 250,150,100,75,50,37,25,20,15,10; Precision Plus ProteinÊ Unstained 
Protein Standards)  

Ą: (Pfeil gelb) erwartete Position der Proteinbande; *: (Stern schwarz) Induzierte Bande unklarer Herkunft 

Sowohl EcMenB als auch DHNS wurden mit einem C-terminalen His6-Tag in 

E. coli BL 21 (DE3) Zellen produziert. Abbildung 24 zeigt exemplarisch zwei SDS-Gele einer 

Testexpression von DHNS-His6 und EcMenB-His6. Hierfür wurden transformierte 

BL 21 (DE3) Zellen bis zu einer optische Dichte (OD600 nm) 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, 3 h, 6 h und 18 h) 

entnommen und mittels eines Lysis-Puffers (BugBuster Reagenz; Material und Methoden) 

aufgeschlossen. Weiterhin untergliederte man die Proben in Überstand (L ; Lysat, lösliche 

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

Bei den vorliegenden Gelen handelte es sich um das Ergebnis einer Testexpression, somit 

wurden keine weiteren Reinigungsschritte unternommen. Dieser Versuch diente einzig der 

Überprüfung, ob die Proteine im vorliegenden Konstrukt produziert werden und ob sie in die 

lösliche Fraktion überführbar sind. Diese Kriterien (Produktion und Löslichkeit) stellen die 

Grundvoraussetzungen für weitere Isolations- und Reinigungsschritte dar. 

Bei einer rekombinanten Überexpression wäre eine klar erkennbare Bande in Höhe des 

Molekulargewichts des Proteins zu erwarten gewesen (Kennzeichnung gelber Pfeil in Abbildung 

Ą 

Ą 
*  

*  
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24). Eine solche Bande konnte jedoch weder für EcMenB noch für DHNS in diesen Proben 

gefunden werden; weder im Pellet (P) noch im Überstand (L) ließ sich eine Bande mit korrekter 

Größe indentifizieren (DHNS-His6: 37.876,77 Da; EcMenB-His6: 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 Größenbereich zwischen 25 

ð 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 überexprimiert, aber schon während der Produktion durch Proteasen 

abgebaut wurde. 

Zur Überprüfung dieses Befunds wurden die Proben der Übernachtkulturen via Westernblot 

und Immunodetektion auf das Vorhandensein eines Proteins mit His6-Tag überprüft. Sollte das 

Protein durch Endo- oder N-terminale Exoproteasen abgebaut werden, so könnten die 

merklichen Banden im Bereich 

von 25 kDa ein Signal in der 

Immunodetektion erzeugen. 

Weiterhin kann nicht 

ausgeschlossen werden, dass das 

Protein aufgrund seiner 

Aminosäuresequenz ein leicht 

verändertes Laufverhalten aufweist 

und somit nicht auf der erwarteten 

Höhe aufzufinden ist. Wie aus 

Abbildung 25 ersichtlich, können 

keine eindeutigen Signale der 

Immunodetektion des Histidin-

Hexapeptids gezeigt werden.  

In den Fraktionen mit den unlöslichen Bestandteilen des Zellaufschlusses sind schwache Signale 

nachweisbar, die sich über die jeweilige Gesamtstrecke des Gels erstecken. Dieser Fund ist zu 

erwarten, da der Antikörper nicht in Ausschließlichkeit die His6-Sequenz bindet, sondern sich 

ebenso, wenn auch schwächer, an Histidin-reichen Sequenzmustern anlagert. Die sichtbaren 

Spuren müssen somit als Hintergrund angesehen werden. Das Erscheinungsbild einer positiven 

Immunodetektion wird von der Kontrolle (rechte Spalte) dargestellt. 

 

 

Abbildung 25  
Westernblot mit Immunodetektion gegen His6-Tag für Übernachtkulturen der 
Testexpressionen von DHNS-His6 und EcMenB-His6  

ÜN: Übernachtkultur; P: Pellet; L: Lysat; Ą: erwartete Position Proteinbande 

DHNS-His6; Ą: erwartete Position Proteinbande EcMenB-His6; Kontrolle: Protein mit 

His6-Tag 37 kDa; M: Marker (Precision Plus ProteinÊ Dual Color Standard; Biorad) 

Ą 

Ą 
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Diese Ergebnisse führen zur augenscheinlichen Erkenntnis, dass ein C-terminaler His6-tag die 

Produktion der Proteine EcMenB und DHNS unterbindet. Auf Grundlage dieser Ergebnisse, 

wurden weitere Bestrebungen verworfen, EcMenB-His6 und DHNS-His6 zu produzieren und 

zu isolieren. 

 

VI.1.2.3. Variante 2: His6-EcMenB und His6-DHNS  

(Ergebnis: Produziertes Protein ist unlöslich) 

 

Bei Platzieren des Affinitätstags am N-Terminus erfolgte Proteinproduktion für EcMenB und 

DHNS. Hierbei verblieb der Großteil des Proteins unlöslich im Pellet, in Form von 

Einschlusskörpern.  

 

Abbildung 26  
SDS-Gel und Westernblot mit Immunodetektion der Testexpression von His6-DHNS in BL21 (DE3) 
M: Marker; L: Lysat/Überstand; P:Pellet; 0: 0 h (Zeitpunkt Induktion mit 1 mM IPTG); 2: 2 h nach Induktion; 4: 4 h nach 
Induktion; ÜN: Übernachtkultur (~18 h nach Induktion); X: Leerstelle; K: Kontrolle ( Protein mit His6-Tag 37 kDa)  

[Wachstum bis OD600 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-His6. Dies ist an der klar ersichtlichen intensiven Bande in Höhe von 30 ð 

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 unlöslichen Bestandteile des Zellaufschlusses. Es steht 

daher für eine weitergehende Reinigung in Isolation nicht zur Verfügung. Zum Verändern des 

Verhältnisses von löslichem zu unlöslichem Protein, wurden weitere Expressionsversuche mit 

verschiedenen Temperaturen, IPTG-Konzentrationen, Lysispuffern (Ionenstärke und pH) und 
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Aufschlussverfahren (Enzymatische Lyse, Ultraschallverfahren und French-Presse) 

unternommen. Diese Bemühungen führten jedoch zu keiner merklichen Verschiebung des 

Verhältnisses (löslich/unlöslich). Als ein letzter Versuch wurden Pellets nach dem Aufschluss 

über Nacht mit der Tabak Etch Virus Protease (TEV-Protease) behandelt, um den 

Polyhistidin-Tag über die Schnittstelle zwischen Histidin-Sequenz und Wertprotein 

abzuschneiden und somit die Löslichkeit zu verbessern. Auch damit ließ sich keine 

Verbesserung erreichen. 

 

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

fortgesetzt werden. 

 

Abbildung 27  
Chromatogram der Affinitätschromatographie zu His6-DHNS, 5 ml HisTrap auf AEKTA prime 
blau: Absorption bei 280 nm; grün: Konzentration Elutionspuffer, rot: Leitfähigkeit, pink: Injektion, rote Schrift X-Achse: 
Fraktionen; braun: Logbuch Programmabschnitte Methode; Abszisse: Zeit; Ordinate: Absorption 
Elutionsprofil der Affinitätschromatographie für His6-DHNS. Nach Beladen der Säule (Fraktionen 1- 3; starke Absorption bei 280 
nm im Durchfluss) kommt es in den Fraktionen 13- 16 (7,5-12% Eluutionsbuffer; 75 - 120 mM Immidazol) zur Elution eines 
Proteins (Absorption ~ 450 mAU). Bei Steigerung der Konzentration des Elutionsbuffers auf 100% (1 M) kommt es zu keinen 

weiteren Ausschlägen in der Absorption 

 

Zur Isolation der löslichen Fraktion von His6-DHNS wurde die Methode der 

Nickel-Affinitätschromatographie an einem ÄKTAprime plus System verwendet. Hierbei 

finden Sepharose-Säulen Einsatz, die Ni2+, gebunden an Nitrilotriessigsäure (NTA), enthalten. 

Die Isolierung des Fusionsproteins (Protein + His6-Tag) beruht darauf, dass Ni2+ mit zwei der 

Histidin-Resten des Proteins interagiert und sie somit binden kann. Die Elution bei diesem 

Verfahren erfolgt zumeist über einen Imidazol-Gradienten, der die Histidin-Reste verdrängt 
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und somit das Protein von der Säule löst. Die verwendeten Puffer orientierten sich an der 

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

 

Tabelle 4 

Puffer der Nickel-Affinitätschromatographie [nach (Truglio et al. 2003) ] 

 Zusammensetzung Verwendung 

Lysis-Puffer 20 mM Tris-HCl pH 8; 500 mM NaCl; 

5 mM Imidazol 

Zellaufschluss, Auftragen des Lysats auf die 

Säule, Waschschritt 

Elutions-Puffer 20 mM Tris-HCl pH 8; 500 mM NaCl; 

1 M Imidazol 

Elution des Proteins mittels Gradienten 

 

 

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

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

Wie aus dem Chromatogramm (Abbildung 27) ersichtlich, kam es während des Elutionsschritts 

bei den Fraktionen 13 ð 16 zu einer Änderung der Absorption bei 280 nm; Protein wurde von 

der Säule gelöst. Im weiteren Verlauf wurde die Konzentration des Elutionsbuffers bis auf einen 

Anteil von 100 % gesteigert und die Säule so mit 1 M Imidazol gespült, jedoch ohne, dass es zu 

einem weiteren Ausschlag kam. 

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

Identität sowie Reinheit des gelösten Proteins zu ergründen.  

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

Rohextrakt (hierbei handelt es sich um die Probe vor dem Zellaufschluss).  
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Im folgenden Verlauf dieses Reinigungsschritts ist jedoch keine weitere Bande dieser Art zu 

sehen. Die Bestandteile des eluierten Proteins der Fraktionen 13 ð 16 sind divers und nicht der 

erwarteten Größe von His6-DHNS zuzuordnen (gelber Pfeil). Im weiteren Verlauf (Fraktionen 

21 ð 31) kann das Auftreten mehrerer Banden im Bereich 37 kDa beobachtet werden. Diese 

führten jedoch zu keiner Änderung im Chromatogramm; die Konzentration des eluierten 

Proteins lag unterhalb der Detektionsgrenze des Systems und musste daher für die folgenden 

Versuche aufkonzentriert werden. Unter der Annahme, dass das lösliche Protein die korrekte 

Faltung aufweist und somit als Homohexamer vorliegt, sollte der Proteinkomplex eine Größe 

von 240,15 kDa aufweisen. Nach Zusammenführen und Aufkonzentrieren dieser Proben mit 

einer Zentrifugen-Filtereinheit (Molekulargewichtsabscheidegrenze 100 kDa), ließ sich kein 

Protein nachweisen. Somit handelte es sich bei diesen Banden entweder um ein anderes Protein 

mit ähnlichem 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)), können diese Proben somit als inaktiv erachtet werden. 

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

EcMenB und DHNS mit Sequenzen für Affinitätschromatographie eingestellt. 

 

Abbildung 28  
SDS-Gele Affinitätschromatographie His6-DHNS mit 5ml HiTrap auf 
AEKTA prime 
M: Marker; R: Rohextrakt (Probe vor Aufschluss), L: Lysat; P: Pellet, 
1-3: Durchfluss (Laden der Säule); 4-7: Waschfraktion; 8-39: Elution; 

Ą: Erwartete Bande von His6-DHNS 
In Rohextrakt und Pellet ist die prominente Bande eines überexpremierten 
Proteins mit einem Molekulargewicht von Ó 37 kDa zu sehen. 
Korrespondierende Bande in Lysat schwach. Fraktionen des Absorptionsgipfel 
(12- 16) enthalten Protein diverserer Größen jedoch keine definierte    Bande 
im Bereich 37 ð 40 kDa. Auftreten von Banden bei 37 kDa in Fraktion 
21-31.  

Ą 
Ą 

Ą 
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VI.1.2.4. Variante 3: EcMenB und DHNS; Produktion der Proteine ohne Affinitätstag 

(Ergebnis: Protein wird produziert und ist löslich) 

 

Wegen der erfolglosen Versuche von 

Produktion und Isolierung der 

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 löslichen Phase aufgefunden 

werden. Die Spuren des jeweiligen 

Proteins weisen eine definierte Bande 

in der erwarteten Größe auf, die 

Intensität der Banden steigert sich in 

Abhängigkeit zur Zeit. 

Da die Proteine ohne Affinitätstags vorliegen, konnte keine Immundetektion zur finalen 

Verifizierung der Identität der Banden durchgeführt werden. Um festzustellen, ob das 

produzierte Protein auch das tatsächlich erwünschte ist, bedurfte es des Enzym-Assays sowie 

alternativer Analysemethoden.  

Die Reinigung erfolgte für EcMenB in zwei Schritten. Zunächst wurde eine 

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

 

Tabelle 5 
Puffer der Reinigung von EcMenB 

 Zusammensetzung Verwendung 

Lysis-Puffer 20 mM NaPi pH 8 

 

Lyse, Auftragen des Lysats auf die Säule, Waschschritt 

Elutionspuffer 20 mM NaPi pH 8; 1 M NaCl Elution über Gradienten 

 

 

Abbildung 29 
Auftragung der Lysate der Testexpression von DHNS und EcMenB  

M: Marker; X: Leerstelle; D: DHNS; E: EcMenB; 0: Probe zum Zeitpunkt 
der Induktion ( 1 mM IPTG); 4: 4 h nach Induktion; Ü: Übernachtkultur 

(~18 h); Ą: Erwartete Höhe der Bande von DHNS Ą: Erwartete Höhe der 
Bande von EcMenB; Wachstumsphase bis OD600:0.6 bei 37°C; 
Post-Induktion /  Produktionsphase: 25°C  
 



66 
 

Gemäß des Chromatogramms eluierten mehrere Gruppen getrennt von der Säule. Das erste 

Absorptionsmaximum erstreckt sich hierbei über die Fraktionen 16 ð 23, darauf folgt eine 

Doppelspitze, mit den Fraktionen 33 und 38 im Zentrum.  

Die den drei Ausschlägen zugeordneten Proben sowie Repräsentanten von Durchfluss und 

Waschschritt wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Hierbei erschien nur in den Fraktionen 19 

ð 21 eine Bande im für das Molekulargewicht von EcMenB erwarteten Bereich (Abbildung 30, 

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

Bei der Elution der Fraktionen 19-21 lag der Anteil des Elutionspuffers bei 27-35 % (grüne 

Linie Abbildung 30,links). Unter Berücksichtigung des Volumens der Säule (5 ml) wurde die 

Salzkonzentration des Aufbewahrungspuffers und Laufpuffers der 

Größenausschlusschromatographie auf 300 mM NaCl gesetzt. Das Volumen der Säule spielte 

hierbei eine Rolle, da das Eluat erst die gesamte Säule durchwandern musste, um an den 

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

 

 

Darauf folgten Analyse und Reinigung mittels Größenausschlusschromatographie, sowie 

anschließend die Analyse der den Ausschlägen des Chromatogramms zugeordneten Fraktionen 

 

Abbildung 30  
Chromatogramm und SDS-PAGE der Anionaustauschchromatographie von EcMenB; 
links: blau: Absorption 280 nm [mAU]; rot: Leitfähigkeit; grün: Konzentration Elutionsbuffer; Abszisse: Zeit; Ordinate: Absorption; 
rechts: M:Marker; X: Leerstelle; 2: Durchfluss; 16 ð 25: Erste Erhebung in Absorption; 33: Zweite Spitze; 38: Drittes Maximum;  
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(8 ð 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 Höhe von ~32 kDa. Dies entsprach der erwarteten Höhe des Monomers von 

EcMenB(~32 kDa, roter Pfeil).  

Im Gegensatz zur SDS-PAGE liefert die Native-PAGE Informationen über 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 (Größe des einzigen verfügbaren Moleküls ~ 32 kDa) kann angenommen werden, dass 

es sich bei den Banden um Oligomere der EcMenB handeln sollte. Die erstere, kleinere Bande 

(roter Stern) könnte somit ein Trimer abbilden (~95 kDa), die zweite (obere Bande; gelber 

Stern) entspräche dem Hexamer und damit der (gemäß der Literatur, (Truglio et al. 2003)) 

aktiven Form des Proteins (~190 kDa).  

Somit konnte die höchste Konzentration an aktivem Protein in den Fraktionen 11 ð 12 erwartet 

werden, da dort die Banden des vermutlichen Hexamers am intensivsten und die Banden des 

Trimers relativ schwach waren.  

Für weitere Analysen wurden lediglich diese Fraktionen zu einer Probe vereint, um bestmöglich 

Verunreinigungen durch inaktives Protein zu vermeiden. 

Zur Verwendung im Enzym-Test wurde diese Probe aufkonzentriert. Hierfür 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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Abbildung 31  
Elutionsprofil Größenausschlusschromatographie EcMenB mit Fraktionen analysiert via SDS- und Native-PAGE 
Abszisse: Volumen [ml]; Ordiante: Absorption [mAU];  rechts oben: Gel der SDS-Page; L: Ladung; M: Marker; Zahl: 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 zuließen. 

Die Reinigung für DHNS erfolgte ebenfalls mittels Anionenaustauschchromatographie. Die 

Methode wurde hierbei so weit optimiert (Herabsetzen der Ionenstärke des Lysispuffers, 

Verwendung von zwei gekoppelten HiTrap Q XL 5 ml Säulen), dass aufgrund der hohen 

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

Tabelle 6  

Puffer der Reinigung von DHNS 

 Zusammensetzung Verwendung 

Lysis-Puffer 10 mM NaPi pH 8 Lysis, Auftragen des Lysats auf die Säule, Waschschritt 

Elutionspuffer 10 mM NaPi pH 8;  

1 M NaCl 

Elution mittels Gradient 
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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 für DHNS, beginnend mit dem 

Auftrennen des Zelllysates nach Ionenstärke. Das Chromatogramm (Abbildung 32, linke Seite) 

des Reinigungsschrittes offenbart mehrere Erhebungen, die sich über die Fraktionen 24 ð 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 Höhe 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). 

 

Abbildung 32  
Chromatogramm (links) der Anionenaustauschchromatographie DHNS in 2x HiTrap Q XL sowie Gele der SDS-PAGE (rechts) zur 
Identifikation der DHNS-haltigen Fraktionen 
links: Abszisse: Zeit; Ordinate: Absorption 280nm; blau: Absorption; rot: Leitfähigkeit; grün: Gradient Puffer B; 
rechts: M: Marker; L: Lysat; P: Pellet; Zahl: Fraktion; gelber Pfeil: Höhe der für DHNS erwarteten Bande (~37 kDa) 

 

Innerhalb der aufgetragenen Fraktionen (25 ð 33) intensiviert sich die Bande auf Höhe 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 möglichst gering zu halten, 

wurden somit nur die Fraktionen 25 ð 30 zusammengeführt und über eine Zentrifugen-

Filtereinheit eingeengt. Wie dem nativen Gel (Abbildung 33, rechte Seite; gelber Stern erwatete 

Höhe 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 daraufhin im Enzymtest eingesetzt. 

 

Abbildung 33  
SDS- und Natives-Gel für DHNS nach Anionenaustauschchromatographie und Aufkonzentrieren mit Zentrifugen-
Filtereinheit ( Massenabscheidegrenze 100 kDA);  
M: Marker; Nummer: Fraktion; L: Lysat; Z: zusammengeführte Fraktionen (Fraktionen 25 ð 30); K: 
Konzentrat 

 

 

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

 

Wie zuvor schon für DHNS und EcMenB beschrieben, erfolgte auch die Produktion des oben 

genannten ăHilfsenzymsò in drei Varianten, die sich durch die Position beziehungsweise das 

Vorhandensein eines His6-Tags zur Nickel-Affinitätschromatographie 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 EcMenE 

 Zusammensetzung Verwendung 

Lysis-Puffer 20 mM Tris-HCl pH 8 Lyse, Auftragen des Lysats auf Säule, 

Waschschritt 

Elutionspuffer 20 mM Tris-HCl pH 8; 

1 M NaCl 

Elution mittels Gradienten  

 

Gemäß dem Chromatogramm eluierten bei ansteigender Ionenkonzentration zwei Fraktionen, 

die sich über die Proben 15 ð 25 sowie 30 ð 40 erstreckten. Wie mittels eines ersten SDS-Gels 

(Abbildung 34, rechts oben) identifiziert, befand sich das überexpremierte Protein innerhalb des 

ersten Absorptionsmaximums, da in Probe 21 ( Repräsentant dieses Ausschlags; Mittelpunkt ) 

eine 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 Intensität der Banden im Bereich um 

50 kDa analysiert. Als Ergebnis dieser Analyse wurden die Proben 18 ð 21 vereint und mittels 

Zentrifugen-Filtereinheit, zur Verwendung für weitere Reinigungsschritte, konzentriert 

(Molekulargewichtsabscheidegrenze 30 kDa).  
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Abbildung 34  
Reinigung von EcMenE mittels Ionenaustauschchromatographie; HiTrap Q XL 5ml 
Abszisse: Volumen [ml]; Ordinate: Absorption [mAU]; blau: Absorption; rot: Leitfähigkeit; grün: Gradient von Puffer B; 

rechts: Gele der SDS-PAGE; M: Marker; L: Lysat; P: Pellet; X: Leer; Zahl: Fraktion; Größe EcMenE markiert gelber Pfeil 

 

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

Reinigung ebenso für die His6-getaggten 

Formen EcMenE-His6 (Variante 2; 

Hexahistidin-Tag C-terminal) sowie His6-

EcMenE (Variante 3, bei der die Sequenz 

zur Affinätschromatographie N-terminal 

positioniert wurde). 

Im Fall von Variante 2 befindet sich der 

His6-Tag C-terminal (EcMenE-His6). 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 

 

Abbildung 35 
Reinigung von EcMenE-His6 mittels Affinitätschromatographie 
M: Marker; R: Rohextrakt; L: Lysat (lösliche Phase); P: Pellet (unlösliche 
Phase); FL: Durchfluss; W: Waschschritt; E: Eluat; Konz: Konzentrat 
Stern: Erwartete Höhe für Bande von EcMenE-His6 
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Konzentrat auf (nach Wechseln des Puffers mittels PD-10 Säule sowie Aufkonzentrieren mittels 

Zentrifugen-Filtereinheit mit Molekulargewichtsabscheidegrenze von 30 kDa). Dies entsprach 

dem Molekulargewicht des erwarteten Proteins. 

 

Tabelle 8  

Puffer der Reinigung von EcMenE-His6 mittels Ni-NTA Fast Start Kit 

 Zusammensetzung 

Lysispuffer 20 mM Tris-HCl pH 8; 500 mM NaCl; 5 mM Imidazol 

Waschpuffer 20 mM Tris-HCl 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 

 

VI.1.2.6. Aktivitätstest von EcMenE-His6 

 

Der Nachweis der enzymatischen Aktivität von EcMenE-His6 wurde mittels des Malachitgrün-

Tests (Abbildung 36) erbracht: 

Die von MenE katalysierte Reaktion setzt OSB zu OSB-CoA unter Verbrauch von ATP um, 

ATP wird hierbei zu AMP und Pyrophosphat (PPi) umgewandelt. Durch zusätzliche Zugabe 

von Pyrophosphatase entstehen so pro verbrauchtem Mol ATP zwei Mol Phosphat, die durch 

den Malachitgrün-Test quantitativ erfasst werden können. Hierbei wurde die eine Fraktion mit 

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

Wie aus dem Graphen des Aktivitätstest (Abbildung 36; 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 12.5 µM 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 
Malachitgrün-Test in 96-Loch Platte für verschiedene Konzentrationen von EcMenE-His6 

+: 60 µM OSB zugesetzt; -: kein OSB zugesetzt; B: Blank 
links: graphische Auswertung des Aktivitätstests; Abszisse: Enzym-Konzentration; Ordinate: Absorption 

blau: 60 µM Substrat (OSB) zugesetzt; organe: kein Substrat zugestezt  

 

EcMenE-His6 konnte somit erfolgreich produziert und isoliert werden und zeigte 

Enzymaktivität. Es konnte daher für den gekoppelten Test als Hilfsenzym eingesetzt werden. 

Die Reinigung von His6-EcMenE (Variante 3) erfolgte entsprechend zur EcMenE-His6 

(Variante 2) mittels Nickel-Affinitätschromatographie. Wie aus Abbildung 37 zu entnehmen, 

wurde zur besseren Überwachung und gegebenenfalls Anpassung der Reinigung ein 

Chromatographie-System (ÄKTAprime 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 zusammengeführt und 

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

aufkonzentriert. 
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Abbildung 37 
Reinigung von His6-EcMenE mittels Affiniätschromatographie; HisTrap FF 5ml  
links: Chromatogramm; Abszisse: Volumen; Ordinate: Absorption; blau: Absorption; rot: Leitfähigkeit; grün: Gradient Puffer B; 

rechts: Gel der SDS-PAGE: L: Lysat; P: Pellet; M: Marker; Zahl: Fraktion 

 

Das so erhaltene Enzym konnte daraufhin mittels des Malachitgrün-Assays auf seine Aktivität 

überprüft werden (Abbildung 38). Wie der Abbildung zu entnehmen ist, zeigte das Enzym 

Aktivität und erreichte ab einer Konzentration von ςȟσz ρπ Аὓ ein Plateau. Mittels Eichgrade 

war es möglich, die gemessenen Werte der Absorption bei 620 nm in µM Phosphat 

umzurechnen. Wie der Tabelle zu entnehmen ist, korrespondiert der Absorptionswert des 

Plateaus zu einer PO4-Konzentration von ~120 µM. Da pro umgesetzten Mol Substrat 

zwei Mol PO4 freigesetzt werden, entspricht dies 60 µM OSB (0,3 nmol), der vollen Menge an 

eingesetztem Substrat. Das Substrat wurde somit innerhalb von 5 min komplett umgesetzt. 
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Abbildung 38  
Malachit-Grün-Assay für His6-EcMenE mit korrenspondierender Phosphat-Bilanzierung mittels Eichgrade 
Der Malachit-Grün-Assay wurde mit Konzentrationen an His6-EcMenE zwischen 3x10-3- 2,05 µM durchgeführt. 
links: graphische Auswertung Aktivitätstest: Abszisse: Enzym-Konzentration; Ordinate: Absorption; 
rechts: Phosphat-Bilanzierung 

 

Basierend auf diesen Ergebnissen konnte His6-EcMenE (Variante 3) ebenfalls als Hilfsenzym 

für den gekoppelten Enzym-Assay genutzt werden. Der Vergleich der Varianten 3 und 2 

(Affinitätstag N- bzw. C-terminal) offenbart weiterhin, dass die Form mit N-terminalem Tag 

eine deutlich höhere Aktivität aufweist, da das Plateau schon bei einer Konzentration von 

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

Auf Grund der vereinfachten Reinigung sowie der Aktivität der Versionen mit 

Hexahistidin-Sequenz (Varianten 2 und 3) wurden die Versuche mit Variante 1 (kein 

Affinitäts-Tag) aus zeitlichen Gründen nicht weiter verfolgt. 

 

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

 

Zur Auslotung der grundsätzlichen Durchführbarkeit des Assays unter den beschrieben 

Bedingungen wurde als Vortest die in der Literatur schon beschriebene gekoppelte Reaktion 

der aus E. coli 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 EcMenE und EcMenB [nach (Li et al. 2011b; Jiang, Chen, Guo & Guo 2010) 

Puffer 100 mM NaPi pH 7; 150 mM NaCl; 1 mM MgCl2; 10 mM HNaCO3 

Substrate 120 µM ATP; 120 µM CoA; 60 µM OSB 

 

Durch den Malachitgrün-Test war belegt, dass EcMenE (Varianten 2 und 3) Aktivität aufweist. 

Somit wurde der Test mit EcMenE-His6 (Variante 2) und EcMenB (im Verhältnis von 

mindestens 5:1; Verhinderung von Substratlimitierung durch erstes Enzym) angesetzt und über 

24 min laufen gelassen. Hierbei wurde die Produktbildung bei einer Wellenlänge von 392 nm 

detektiert, dem in der Literatur beschriebenen Absorptionsmaximum von DHNA-CoA. Da in 

der Literatur ein Verschieben des 

Absorptionsmaximums des Produkts in 

Gegenwart der Enzyme berichtet wurde, 

erfolgten die Messungen für einen 

Wellenlängenbereich von 300 ð 450 nm, um 

etwaige Abweichungen zu detektieren und den 

Test dahingehend anpassen zu können (Chen 

et al. 2011). 

Abbildung 39 zeigt das Absorptionsverhalten 

des Reaktionsansatzes über die Wellenlänge, 

für zwei Zeitpunkte. Hierbei stellt die grüne 

Linie den Startzeitpunkt ( t = 0 min ) dar, die rote unterbrochene Linie markiert den 

Endzeitpunkt (t = 24 min). Wie der Abbildung zu entnehmen ist, erfolgte keine 

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

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

Schritte erneut einzeln betrachtet. 

Um die Aktivität von EcMenB überprüfen zu können, bedarf es des Substrats OSB-CoA, das 

durch die Reaktion von EcMenE produziert wird. Die Aktivität von EcMenE-His6 war durch 

den Verbrauch von ATP in Gegenwart des Substrats OSB soweit validiert. Jedoch kann mit 

diesem Testverfahren keine Aussage über das tatsächliche 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. 

 

Abbildung 39  
Test auf Änderung im Absorptionsspektrum (300 ð 450 nm) 
durch Produktbildung durch gekoppelte Reaktion von EcMenE-

His6 und EcMenB 
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Zur besseren Überwachung der Reaktion und Detektion neuer Reaktanten wurde eine 

HPLC-Analyse durchgeführt. Hierfür wurden zuerst alle verfügbaren und plausiblen 

Reaktanten (ATP, AMP, ADP, CoA und OSB) einzeln aufgetragen, um die jeweilige 

Retentionszeit als auch die Fläche unterhalb der Kurve für eine definierte Konzentration zu 

ermitteln. Die Detektion erfolgte bei 258 nm, um den Verbrauch der Substrate darstellen zu 

können, ebenfalls sollte der CoA-Anteil des OSB-CoA bei dieser Wellenlänge darzustellen sein. 

Daraufhin erfolgte das Auftragen der Reaktion. 
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Abbildung 40 
HPLC-Analyse der gekoppelten Reaktion von EcMenE-His6 und EcMenB 
Abszisse: Zeit in Minuten; Ordinate: Absorption in mAU (tausendstel Absorptionseinheiten)s 
Die gekoppelte Reaktion wurde für 30 min bei 25°C inkubiert und nach Entfernen der Enzyme mittels HPLC in Reaktanten und Produkte 
aufgeschlüsselt. Der Vergleich der Ausgangssituation (t = 0 min) mit dem Endpunkt (t = 30 min) offenbart Änderungen in der 
Konzentration von ATP (Verbrauch) und AMP (Bildung) sowie leichte Änderungen im Bereich des OSBs. Die Konzentration von CoA 
bleibt hingegen unverändert. Weiterhin kann kein Auftreten einer weiteren Fraktion bei anderer Retentionszeit beobachtet werden.  

 

In Abbildung 40 sind die Profile der HPLC-Läufe 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 für 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 Änderung im Bereich von ATP und AMP. Während die Höhe 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 lässt 

sich eine Abnahme von 170 mAU auf 80 mAU beobachten. Im Gegenteil hierzu erscheint CoA 

unverändert (gleichbleibend hoher Ausschlag bei 480 mAU). Weiterhin kommt es wider 

Erwarten zu keinem Auftauchen neuer Ausschläge (DHNA-CoA oder OSB-CoA). Weder 

Produkt noch Intermediat sind nachweisbar. Auch die Flächenintegrale unterhalb der Kurve 

belegen diese Ergebnisse; ATP wird verbraucht, AMP entsteht, die Konzentration von OSB 

ändert sich, jedoch im Fall von CoA kommt es zu keinerlei Änderung. 

Tabelle 10  
Stoffmenge der Reaktanten in Ansatz basierend auf Fläche unterhalb 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 über 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 für die folgende Reaktion zur 

Verfügung steht. Die Gründe hierfür sind vielseitig: Schon geringfügige Abweichungen vom 

idealen neutralen pH-Wert zum sauren oder basischen Bereich begünstigen eine Lactonisierung. 

Diese kann außerdem durch eines der Proteine (EcMenE, EcMenB) beziehungsweise den His6-

Tags gefördert werden. 

Zur Überprüfung eines etwaigen Einflusses der Position des Hexahistidin-Tags auf die 

Reaktion, wurde der Ansatz (anstelle von Variante 2) mit His6-EcMenE (His6-Tag, N-terminal; 

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

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

Das resultierende Spektrogramm ist in 

Abbildung 41 dargestellt. Wie der 

Abbildung zu entnehmen ist, kommt es 

bei den verschiedenen Zeitpunkten, im 

Bereich 338 ð 430 nm, zu einer 

Änderung der Absorption, die ihr 

Maximum im Bereich von 390 nm 

findet. Mit zunehmender Zeit erhöht 

sich der Absorptionswert, es kommt zur 

zunehmenden Bildung eines Produkts 

im kennzeichnenden 

Wellenlängenbereich von DHNA-CoA. 

Ein N-terminaler His6-Tag an EcMenE 

behindert somit die Reaktion nicht. Auf 

Grundlage dieses Resultats wurde für 

die weiteren Versuche nur noch His6-EcMenE (Variante 3) als Hilfsenzym eingesetzt. 

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

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

jedoch keine sichtlichen Vorteile f¿r die ăungetaggteò Variante gefunden werden, weiterhin wies 

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

Enzyms zusätzlich erschwerte. Daher fiel die Entscheidung zugunsten des besser verfügbaren 

Enzyms His6-EcMenE (Variante 3). 

Mit dem nun vorliegenden Beweis der grundsätzlichen Durchführbarkeit 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. 

 

 

 

 

 

Abbildung 41  
Spektrogramm der gekoppelten Reaktion His6-EcMenE und EcMenB 
(Spektrum von 300 ð 450 nm); 
Im Zuge der Reaktion von His6-EcMenE und EcMenB kommt es zum 
Auftreten einer Änderum im Absorptionsspektrum zwischen 340 und 430 nm. 
Die Absorption nimmt im Lauf der Zeit zu. 
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VI.1.2.8. Aufnahme der Enzymkinetik von EcMenE-DHNS  

 

Zur Aufnahme der Enzymkinetik wurden His6-EcMenE und DHNS in einem Verhältnis von 

5 : 1 (20 µM : 4 µM) verwendet (Reaktionsbedingungen: Tabelle 9) . In dieser Konstellation 

wurde die Reaktionsgeschwindigkeit mittels der Produktbildungsrate (Änderung der 

Absorption bei 392 nm) bei variierenden Substratkonzentrationen (OSB) gemessen. Hierbei 

wurde ausschließlich 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 für je eine Substratkonzentration in Abbildung 42; zur Charakterisierung der 

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

 

Abbildung 42  
Änderung der Absorption bei 392 nm im Verlauf der Zeit sowie bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen; 
Ziffer: Substratkonzentration (5 µM; 10 µM; 30 µM; 60 µM; 120 µM; 200 µM); Buchstabe: Reihe A von C (Durchführung in Triplets) 
Abszisse: Zeit; Ordinate: Absorption 
Die gekoppelte Reaktion von His6-EcMenE und DHNS wurde für 493 Sekunden unter stetiger Messung des Absorption bei 392 nm 
durchgeführt, hierbei wurden sechs Substratkonzentrationen in Triplets verwendet. Um lediglich die initiale Reaktion zu detektieren erfolgte die 
Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeit maximal über die ersten 51 Sekunden um ein lineares Verhalten 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-Beerõschen Gesetzes (Formel 1) ist es mºglich, die Absorptionsänderung 

in eine Konzentrationsänderung des Produkts umzuwandeln. 

Ὁ ‐ ὧzz Ὠ 

άὭὸȡὨ ρ ὧάȠὈὌὔὃὅέὃ τz ρπ ὓέὰ ὧά  

(1) 
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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 Sättigungshyperbel die Umsatzgeschwindigkeit (v) als Funktion der 

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

ὺ
ὺ ᶻὛ

ὑ Ὓ
 

(2) 

 

Abbildung 43 
Direkt-lineare Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit in Abhängigkeit zur Substratkonzentration; 
Beschreibung des Verhältnisses von Reaktionsgeschwindigkeit (initiale Reaktion) zur Substratkonzentration (Datenpunkte in 
orange), mittels Michaelis-Menten Kinetik(blaue Linie). Mit steigender Substratkonzentration nähert sich die 
Reaktionsgeschwindigkeit ihrem Maximum (vmax, rote Linie gestrichelt) asymptotisch an. Die Michaelis-Menten Konstante Km ist als 
Substratkonzentration bei ½ vmax definiert, sie gibt somit die Konzentration an, bei der die Hälfte des aktiven Enzyms in einem 

Enzym-Substratkomplex gebunden ist (dargestellt durch rotes Dreieck).  

 

 

Wie aus dieser Auftragung zu erkennen, steigt die Reaktionsgeschwindigkeit in Abhängigkeit 

von der Substratkonzentration an, wobei schon ab einer Substratkonzentration von 10 µM ein 

Abflachen der Steigung zu beobachten ist. Ab einer OSB-Konzentration von 80 µM wird ein 

Plateau erreicht, dass sich asymptotisch an die maximale Reaktionsgeschwindigkeit 

(vmax; dargestellt als rote gestrichelte Linie) annähert. Die Kinetik der gekoppelten Reaktion folgt 

somit einem Michaelis-Menten Verhalten. 

Die Ermittlung der enzymkinetischen Parameter (vmax: maximale Reaktionsgeschwindigkeit; 

Km: Michaelis-Menten Konstante [Substratkonzentration bei ½ vmax]) kann entweder durch eine 
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graphische Auswertung erfolgen oder mittels nichtlinearer Regressionsanalyse, Letzteres kam 

mittels des R-Pakets Ădrmô zur Anwendung (Skript Anhang). 

Das Bestimmtheitsmaß der resultierenden Funktion ergibt sich aus dem Quotienten von 

erklärter Variation und Gesamtvariation (detaillierte Formeln siehe Anhang). 

 

Ὑ
В ὼ ὺӶ

В ὺ ὺӶ

ὩὶὯὰßὶὸὩ ὛὸὶὩόόὲὫ

ὋὩίὥάὸίὸὶὩόόὲὫ
 

άὭὸȡὮȡὛόὦίὸὶὥὸὯέὲᾀὩὲὸὶὥὸὭέὲ ὺȡὓὩίίύὩὶὸȠὼȡὨόὶὧὬ ὊόὲὯὸὭέὲ ὴὶέὫὲέίὸὭᾀὭὩὶὸὩὶ ὡὩὶὸȠ 

 ὺӶȡὓὭὸὸὩὰύὩὶὸ ὨὩὶ ὓὩίίὩὶὸύὩὶὸὩ 

(3) 

 

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

Tabelle 11 
Enzymkinetische Parameter von His6-EcMenE-DHNS durch Regressionsanalyse auf Michaelis-Menten Kinetik 

PARAMETER WERT 

╚□  ωȟχχ ʈ- 

○□╪● υȟχωzρπ
А-

Ó
   

▓╬╪◄ ρȟτυzρπ
ρ

Ó
 

▓╬╪◄
╚□

 ρȟτψzρπ 
ρ

ίz Аὓ
 

╡  πȟψφ 

 

Wie schon zuvor erwähnt, markiert die Michaelis-Menten Konstante diejenige 

Substratkonzentration, bei der die Hälfte der Maximalgeschwindigkeit der enzymatischen 

Reaktion erreicht ist; die Hälfte des aktiven Enzyms liegt bei dieser Konzentration in einem 

Enzym-Substrat-Komplex vor. Folglich dient der Km-Wert zur Charakterisierung der Affinität 

zwischen Enzym und Substrat; je niedriger dieser Wert ist, desto größer ist die Affinität von 

Enzym und Substrat. 

Die Wechselzahl beziehungsweise die molekulare Aktivität (kcat), steht für die Anzahl an 

Substratmolekülen, die pro Sekunde in Produkt umgewandelt werden. Sie berechnet sich aus 

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

(E0) durch Formel 4. 
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Ὧ
ὺ

Ὁ
 

(4) 

 

Der Quotient aus kcat und Km beschreibt die katalytische Effizienz des Enzyms und setzt somit 

die molekulare Aktivität sowie die Affinität 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. 

ρ

ὺ

ὑ

ὺ

ρ

Ὓ

ρ

ὺ
 

(5) 

 

Abbildung 44  
Lineweaver-Burk Auftragung der Messwerte des uninhibierten Kinetik 
gelbe Linie: Berücksichtigung aller Messwerte; blaue Linie: Berücksichtigen der Messwerte bei 10 ð 200 µM Substrat; 
Durch doppelt reziproke Auftragung der Messwerte ergibt sie die Lineweaver-Burk Auftragung, hierbei stellen die Schnittpunkte mit 

Abszisse und Ordinate (rote Rauten) die Inversen der enzymkinetischen Parameter dar. 
○□╪●
 wird durch den Schnittpunkt mit der 

Ordinate, 
╚□

durch den Schnittpunkt mit der Abszisse definiert 

Wie aus der Auftragung zu erkennen ergibt sich aus der reziproken Auftragung eine starke Anfälligkeit für Änderungen durch 
Ausreißer bei geringen Substratkonzentrationen  
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Der Nachteil dieser Auftragung ist die Anfälligkeit gegenüber Ausreißern bei geringen 

Substratkonzentrationen. Wie durch die gelbe Linie in Abbildung 44 illustriert, führt die 

Berücksichtigung des Messwerts bei 5 µM Substrat zu deutlich anderen Schnittpunkten mit 

Abszisse und Ordinate, wobei der Großteil 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 

Ausreißer, so lässt sich das Gros der Messwerte durch die resultierende Gerade beschreiben. 

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

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

Das Bestimmtheitsmaß der Funktion beläuft sich lediglich auf ein R² von 0.34, da der Messwert 

für 5 µM Substrat bei der Ausgleichsrechnung keine Beachtung fand. 

  

Tabelle 12  
Enzymkinetische Parameter, resultierend aus Lineweaver-Burk Auftragung 

PARAMETER WERT 

╚□  ψȟχ ʈ- 

○□╪● υȟχπzρπ
А-

Ó
   

▓╬╪◄ ρȟτσzρπ
ρ

Ó
 

▓╬╪◄
╚□

 ρȟφτzρπ 
ρ

ίz Аὓ
 

╡  πȟστ 

 

Da die globale Ausgleichsrechnung (nicht-lineare Regressionsanalyse) insgesamt die Messwerte 

mit einen höheren Determinationskoeffizienten beschreibt, werden die so ermittelten Parameter 

für die folgenden Vergleiche verwendet. 

Die beschriebene Kinetik wurde in Gegenwart von 0.2 % DMSO aufgenommen, um die 

Konzentration des Lösungsmittels für alle Kinetiken konstant zu halten (Inhibitor wurde in 

DMSO gelöst). Der Einfluss von DMSO auf die Reaktion lässt sich aus Abbildung 45 ersehen. 

Die Abwesenheit vom DMSO führt zu einer geringeren maximalen Geschwindigkeit  
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(vmax: υȟπσzρπ 
А

; graue Linie schraffiert) sowie einem erhöhten 

Km-Wert (ςψȟωψ АὓȠὶέὸὩί ὈὶὩὭὩὧὯ). DMSO scheint somit die Affinität von Enzym und Substrat 

und die Geschwindigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit zu erhöhen.  

 

Abbildung 45 
Direkt-lineare Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit in Abhängigkeit zur Substratkonzentration; 
Grafische Darstellung der Auswirkungen von 0,2 % DMSO auf die Reaktionskinetik von DHNS  

  

Der Vergleich, der ermittelten Kennzahlen für DHNS (mit und ohne das Lösungsmittel 

DMSO) mit den in der Literatur beschriebenen Parametern des Analogons EcMenB, offenbart 

einige Erkenntnisse (Tabelle 13). 

Tabelle 13  
Vergleich der enzymkinetischen Kennzahlen von DHNS (mit und ohne 0.2 % DMSO) mit EcMenB [ (Li et al. 2011b)]   

Parameter DHNS   

(0.2 % DMSO) 

DHNS  EcMenB  

(Li et al. 2011b) 

╚□ ωȟχχ ‘ὓ ςψȟωψ Аὓ ςυȟω σȟσ Аὓ 

○□╪● υȟχωzρπ
Аὓ

ί
 υȟπσzρπ 

Аὓ

ί
 

ὔὃ 

▓╬╪◄ ρȟτυzρπ
ρ

ί
 ρȟςφzρπ

ρ

ί
 φȟς πȟςz ρπ

ρ

ί
 

▓╬╪◄
╚□

 ρȟτψzρπ 
ρ

ί Аὓ
 τȟστzρπ

ρ

ί Аὓ
 ςȟτ πȟπσzρπ

ρ

ί Аὓ
 

 

EcMenB und DHNS weisen eine übereinstimmende Affinität gegenüber ihrem Substrat 

OSB-CoA auf (ausgedrückt durch den Km-Wert). Durch Zusetzen von 0.2 % DMSO wird diese 
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Affinität drastisch erhöht (Faktor ~ 3). Bezüglich der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit 

(vmax) bewirkt der Zusatz des Lösungsmittels nur eine geringe Änderung. Der Vergleich der 

molekularen Aktivität (kcat) von DHNS und EcMenB zeigt, dass das E. coli Enzym bis zu 

fünfmal so viel Substrat pro Sekunde umsetzen kann wie das Analogon von A. thaliana. Die 

Quotienten von kcat und Km indes, ähneln sich, beim Vergleich von EcMenB und DHNS 

(0.2 % DMSO), deren katalytische Effizienz ist somit ähnlich.  

 

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 nötig 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) durchgeführt (Matarlo et al. 2016). 

 

Abbildung 46  
Schematische Darstellung der Aktivierung von MOCB durch CoA 

 

Die Inhibitionskinetik von DHNS in Gegenwart aufzeigender Konzentrationen des aktivierten 

Inhibitors MOCB-CoA wurde über 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 für die 

Reaktionsgeschwindigkeit finden sich im Anhang. 
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Abbildung 47  
Direkte Auftragung der Messwerte der Inhibitionskinetiken sowie der jeweiligen Regressionsfunktionen 
Abszisse: Substratkonzentration; Ordinate: Reaktionsgeschwindigkeit; geometrische Form: Messwert; Linie: Regressionsfuktion; Asterisk: Km 

 

 

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 fußenden Regressionsanalyse wider. Die Berechnung der 

enzymkinetischen Parameter erfolgte mit Hilfe des Software-Programmes ăPrism 8ò (Fa. 

Graphpad) durch nichtlineare Regressionsanalyse unter Berücksichtigung der gesamten Daten. 

Hierdurch ergaben sich leichte Änderungen in Bezug auf Km und vmax f¿r die ănicht-inhibierteò 

Kinetik. 

Wie der Abbildung (Abbildung 47) zu entnehmen ist, sinkt in Gegenwart des Inhibitors sowohl 

die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (vmax) als auch die Bindungsaffinität von Enzym zu 

Substrat (der Wert für Km nimmt zu (Asterisk in der Graphik)). Dieses Verhalten ist atypisch 

für die bekannten Inhibitionsmodi (Tabelle 14).  

Man unterscheidet hierbei zwischen drei reversiblen Inhibitonsmodi: 

¶ 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 verdrängt werden. Da zum Erreichen der 

halbmaximalen Reaktionsgeschwindigkeit mehr Substrat nötig ist, steigt Km. 

Demgegenüber bleibt vmax nicht beeinflusst, da der Inhibitor verdrängt werden kann. 
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¶ Nicht-Kompetitiv: Inhibitor und Substrat konkurrieren nicht um die Bindestelle im 

aktiven Zentrum. Der Inhibitor bindet das (freie) Enzym an andere Stelle und führt 

dadurch zu einer strukturellen Änderung, die eine Substratbindung erschwert/ 

verhindert. Folglich verringert sich die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (vmax), die 

Affinität (ausgedrückt durch Km) bleibt indes unbeeinflusst. 

¶ Unkompetitiv: Der Inhibitor bindet den Enzym-Substrat-Komplex (nicht im aktiven 

Zentrum) und führt hierbei zu einer Konformationsänderung, die es dem Substrat 

beziehungsweise Produkt erschwert den Komplex zu verlassen. Somit wird die 

Konzentration an verfügbaren Enzym-Substrat-Komplexen global verringert. Dies 

führt einerseits zu einer Verminderung in vmax und andererseits zu einem geringeren 

Km-Wert, da sich die Affinität des Enzyms zum Substrat erhöht. 

Tabelle 14  
Übersichtstabelle Modi der reversiblen Inhibition 

Zur mathematischen Beschreibung dieser 

Ergebnisse kann daher keine der 

zweckbestimmten Gleichungen verwendet 

werden. Stattdessen muss eine allgemeinere 

Gleichung gewählt werden, die durch 

Einführung einer weiteren Variable (‌) alle Modi der reversiblen Inhibition abdeckt 

(Formel 6; (Copeland 2005)); man spricht hierbei von einer ăMixed-Model-Inhibitionò.  

ὺ
ὺ ᶻὛ

ὑ Ὓ
 

(6) 

άὭὸȡὺ ὺ ȡὥὴὴὥὶὩὲὸ
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ρ
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‌ gibt hierbei Informationen über den zugrundeliegenden Mechanismus der Inhibition an; 

‌ spiegelt den Grad der durch den Inhibitor induzierten Affinitätsänderung wider. Ändert die 

Bindung des Inhibitors nichts an der Affinität von Enzym zu Inhibitor (‌ ρ), handelt es sich 

um eine nicht-kompetitive Inhibition. Induziert die Bindung des Inhibitors eine größere 

Affinität von Enzym zu Inhibitor (π ‌ Ḻρ ), so handelt es sich um eine unkompetitive 

Inhibition. Ein großer Wert für ‌ (ρḺ‌ O  Њ )spiegelt somit eine Verringerung der 

Modus Km vmax 

Kompetitiv Erhöht Unverändert 

Nicht-Kompetitiv Unverändert Verringert 

Unkompetitiv verringert verringert 
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Bindungsaffinität 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 durchgeführt, somit wurden die Messwerte jeder 

Inhibitorkonzentration (0 µM ð 200 µM) für die Ermittlung von Km, vmax sowie ‌ und Ki 

verwendet. 

Tabelle 15  
Enzymkinetische Parameter der Reaktion (inhibiert und nicht inhibiert) nach Auswertung durch Prism 8 unter Verwendung der Einstellung: 

Mixed-Model-Inhibition 

PARAMETER WERT 

╚□ ωȟφ Аὓ 

○□╪● υȟχφzρπ
Аὓ

ί
 

╚░ ρυτȟσ Аὓ 

♪ ρσȟψω 

╡  πȟωψ 

 

Der Vergleich der enzymkinetischen Parameter (Tabelle 11, Tabelle 15) offenbart leichte 

Abweichungen in den Werten von Km und vmax. Diese sind damit zu erklären, dass zum einen 

zwei unterschiedliche Programmpakete für die Analysen verwendet wurden (Tabelle 11: Ădrmô, 

R; Tabelle 15: Prism8, GraphPad), zum anderen dadurch, dass in die Werte von Tabelle 15 eine 

größere Anzahl (26) von Datenpunkten Eingang hielten. 

Die Werte für Ki und ‌ beschreiben den Modus der Inhibition näher. Ki stellt hierbei, analog 

zu Km, die Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes dar. Die Affinität des 

Enzyms zum Inhibitor ist somit umso größer, je kleiner der Wert von Ki ist. K i entspricht der 

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

ist wie die Michaelis-Menten-Konstante der ungehemmten Reaktion (ὑ ς ὑ , 

beziehungsweise der Inhibitor-Konzentration, bei der die Maximalgeschwindigkeit der 

gehemmten Reaktion halb so groß ist wie die der ungehemmten (ς ὺ ὺ ). 

Unter Berücksichtigung von ‌ kann bei der Inhibition durch MOCB-CoA von einer 

hauptsächlich kompetitiven Inhibition ausgegangen werden. ‌ ist mit einem Wert von 13,89 

deutlich größer 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 gestützt. 

Die Trendlinien schneiden die Ordinate an fast übereinstimmender Stelle, somit ist vmax der 

Reaktionen ähnlich. 

Der errechnete Ki-Wert (154,3 µM) charakterisiert MOCB-CoA für DHNS als relativ 

schwachen Inhibitor. Weiterhin war die komplette Unterbindung der enzymatischen Reaktion 

durch ausreichende Gabe des Inhibitors nicht möglich. Selbst bei einer Wirkstoffkonzentration 

von 2.000 µM (2 mM) konnte enzymatische Aktivität festgestellt werden. Infolgedessen war es 

nicht möglich, den IC50-Wert (halbmaximale inhibitorische Konzentration) zu ermitteln.  

 

 

Abbildung 48 
Inhibitionskinetik in Lineweaver-Burk Auftragung 
Die Trendlinien der Messwerte schneiden die Ordinate bei 21 ± 3, während die Schnittpunkte mit der Abszisse weiter gestreut sind. 
Dieser Kurvenverlauf gleicht, dem für einen kompetitiven Inhibitor erwarteten Verlauf. 
Für das Berechnen der Trendlinien wurden, wie schon zuvor bei der ungehemmten 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 hauptsächlich kompetitive Inhibition als den wahrscheinlichsten 

Mechanismus nahelegen. Dieser Befund erscheint vor dem Hintergrund der strukturellen 

Ähnlichkeit 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 können. 

 

 Genetische Validierung ð Überexpression 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 

Überexpression oder eines Herunterregulierens des betreffenden Gens auf den 

Gesamtorganismus zu ergründen. 

 

VI.1.3.1. Überexpressionslinie für DHNS (At1g60550) 

 

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

aus cDNA mittels PCR gewonnen. 

Daraufhin erstellte man mittels Golden-Gate-Cloning eine Überexpressionslinie (OX), die die 

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

Nach Transformation von 

Pflanzen mittels 

Floral-Dipping Verfahren 

wurden die resultierenden 

Samen auf zuckerfreiem 

½ MS-Medium 

(8 g/l  Phytoblend) 

+ 50 µM Kanamycin 

ausgelegt und selektiert. Die 

so selektierten, resistenten 

Pflanzen wurden weiterhin 

mittels PCR auf die jeweilige 

gDNS (genomische DNS) 

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

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

Pflanzen die Kanamycin-Resistenz in der gDNS nachgewiesen werden.  

 

Abbildung 49 
Agarose-Gel der PCR zur Selektion der Überexpressionslinie; 
Größe erwartetes PCR-Fragment: 795 bp [in Kanamycin-Resistenz]; W: Wildtyp;  

Nummer: Transformante; V: Vektor (Positivkontrolle); M: Marker (Banden in kbp)  
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Diese Pflanzen, die die T1-Generation darstellen, wurden auf Erde überführt, um so die Samen 

für die nächste Generation [T2-Generation] zu erhalten. 

Für die folgenden Versuche wurden nur die Samen einer T2-Pflanze verwendet. Um diese besser 

zu charakterisieren und die Möglichkeit multipler Insertionen des Konstrukts zu ergründen, 

erfolgte ein weiterer Selektionsversuch gegen Kanamycin. Das Ergebnis dieser Selektion ist in 

Abbildung 50 abgebildet. Pro Genotyp (Wildtyp und Überexpressionslinie) wurden 40 Samen 

ausgelegt. Wie der Abbildung zu entnehmen ist, lief nur eine einzige Pflanze im Bereich des 

Wildtyps auf (linke Hälfte). Im Gegensatz dazu sind bei der Überexpressionslinie für 25 der 40 

Samen Sprösslinge zu sehen (rechte Hälfte). Dies deutet darauf hin, dass für diese Linie nur 

einfache Insertionen stattgefunden haben sollten, da das Verhältnis 25/15 (überlebend/ tot) 

gegen das angenommene Spaltungsverhältnis von 3/1 tendiert. Daraus könnte ð spekulativ ð 

weiterhin abgeleitet werden, dass es sich bei der Hälfte der Samen um Heterozygote handelt 

und in einem Viertel der Samen die Insertion im homozygoten Genotyp vorliegen sollte (das 

verbleibende Viertel ist somit homozygot ăWildtypò). 

Die Samen der so charakterisierten 

T2-Linie dienten daraufhin für 

Kultivierungsversuche in Gegenwart 

des Inhibitors MOCB, in 

verschiedenen Konzentrationen. 

Hierbei zeigten sich bei 20 µM MOCB 

erkennbare Unterschiede zwischen 

Wildtyp und Überexpressionslinie. 

Bei anderen Konzentrationen (10 µM, 

30 µM, 40 µM, 50 µM) konnten keine 

phänotypischen Unterschiede 

zwischen Überexpressionlinie und 

Wildtyp identifiziert werden. 

Die in Abbildung 51 dargestellten 

Pflanzen zeigen auf den Kontrollplatten (0 µM MOCB) für Wildtyp und Überexpressionslinie 

einen übereinstimmenden Phänotyp mit klarer Grünfärbung, einer Länge der Primärwurzen 

von 5,6 cm und acht entfalteten Blättern. 

In Gegenwart des Inhibitors änderte sich der Phänotyp der Wildtyp-Pflanzen, in 

Übereinstimmung mit den zuvor erwähnten Ergebnissen des Versuchsteils in-vivo Aktivität. Die 

 

Abbildung 50  
Selektionsversuch zur besseren Charakterisierung des Spaltungsverhaltens der T2-

Generation; Selektion über 50 µM Kanamycin; 40 Samen pro Genotyp 
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Pflanzen weisen einen gelblicheren Farbton auf, und das Gesamtwachstum ist eingeschränkt 

(Wurzellänge bei ~ 4 cm; sechs entfaltete Blätter). 

Auf der Platte der Überexpressionslinie weisen drei der gekeimten Pflanzen einen zum Wildtyp 

ähnlichen Phänotyp auf. Im Gegensatz hierzu weisen die zwei markierten Pflanzen (gelber 

Stern) einen deutlich grüneren Farbton und eine fortgeschrittenere Entwicklung auf. Diese 

Pflanzen scheinen eine erhöhte Toleranz gegenüber dem Inhibitor aufzuweisen. Wie schon im 

Selektionsversuch (Abbildung 50) zuvor, zeigten die Pflanzen einen segregierenden Phänotyp 

(Abbildung 51; 1. rechts), der mit dem erwarteten segregierenden Genotyp einer T2-Generation 

übereinstimmt. Es liegt somit nahe, dass in den zwei markierten Pflanzen die Insertion im 

homozygoten Genotyp vorliegt. 

 

Abbildung 51 
Arabidopsispflanzen (Wildtyp und Überexpressionslinie [Generation T2]) in Präsenz von 20 µM MOCB  
Pflanzen wurden 14 Tage auf ½ MS-Medium in Schrägplatten kultiviert. Der Inhibitor wurde in DMSO gelöst; die DMSO-Konzentration 

wurde konstant (0,1%) gehalten 

 

Aus diesem Ergebnis lässt sich schlussfolgern, dass eine Überexpression des Proteins DHNS 

die Toleranz gegenüber dem Inhibitor MOCB erhöht. 

Die solchermaßen 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 T3-Generation zu erhalten. 
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VI.1.3.2. Knockdown für DHNS (At1g60550) mittels RNSi-Effekt 

 

Für das Herunterregulieren von 

DHNS (At1g60550) wurde der 

RNSi-Effekt genutzt, hierbei 

handelt es sich um eine 

spezifische Inaktivierung von 

mRNS, auch RNS-Interferenz 

genannt. Grundlage dieses 

Effekts sind kleine RNS-

Fragmente mit einer Länge 

zwischen 20 ð 28 Nukleotiden, 

die durch Bindung an den 

Riboprotein-Komplex RISC 

(RNS-induzierter 

Stilllege-Komplex; eng. RNA induced silencing complex) zum Zerschneiden von mRNS mit 

komplementären Sequenzen führen. Man spricht hierbei von siRNS (eng. short interfering, kurze 

interferierende RNS) die als Leitstrang des Prozesses dienen. Zum Erreichen der Interferenz 

werden für die betreffende mRNS in der Zelle passgenaue doppelsträngige RNS (dsRNS) 

erzeugt. Diese dsRNS können hierbei in verschiedenen Strukturformen vorliegen, eine der 

häufigsten Varianten ist die sogenannte Haarnadelstruktur (shRNS; short hairpin), bei der der 

Vorläufer 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 sekundärer siRNS, die aus den zerschnittenen 

Fragmenten der mRNS durch RNS-abhängige RNS-Polymerasen (RdRp; eng. RNA-dependent 

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

Da das Ausmaß des induzierten Effekts stark von der verwendeten Sequenz für die shRNS 

abhängig ist, wurden drei Konstrukte erstellt, deren Sequenzen (je ~300 bp) das Gros der 

resultierenden mRNS für dhns (At1g60550) abdecken. 

 

Abbildung 52  
Schematischer Ablauf der durch RNS-Interferenz vermittelten Gen-Stilllegung [nach (Fire 
et al. 1998; Majumdar, Rajasekaran & Cary 2017)] 
shRNS: doppelsträngige RNS in Haarnadelstruktur; DICER: RNase die kurze dsRNS 
erzeugt; siRNS: kurze interferierende RNS; AGO: Argonautprotein; 
RISC: RNS-induzierter Stilllege-Komplex (AGO, weitere Proteine und siRNS); 

RdRp: RNS-abhängige RNS-Polymerase 
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Transformation und Selektion erfolgten nach demselben Prinzip und Ablauf, wie zuvor für die 

Überexpressionslinie beschrieben. So wurden für jede der drei RNSi-Linien Pflanzen der 

T1-Generation kultiviert um so Samen für eine T2-Generation zu erhalten. 

Die Samen der T2-Generationen (die laut Spaltungsregel zur Hälfte heterozygot und zu je einem 

Viertel homozygot transgen bzw. nicht-transgen vorliegen müssten) wurden für 

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 ¾ der Samen betreffen). 

Die Arbeitshypothese dieses Versuchs besagte, dass der RNSi-Effekt die transgenen Pflanzen 

anfälliger/empfindlicher gegenüber dem Inhibitor macht, und sich somit phänotypische 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 

übereinstimmenden Phänotyp auf. 

Möglicherweise entsprach die Zusammensetzung der Samen nicht der erwarteten Verteilung 

(½ heterozygot :  ¼ homozygot transgen : ¼ homozygot nicht-transgen), denn ein starker 

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

Um dies zu überprüfen, wurde die Produktion des Samenpools wiederholt. Zur Analyse der 

Samenverteilung innerhalb der Schoten wurden für jede Pflanze Schoten vor der Abreife 

geerntet und für eine mikroskopische Analyse entfärbt und durchsichtig gemacht. 
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Abbildung 53  
Samenverteilung in Schoten von Arabidopsis thaliana, Wildtyp und RNSi-Linien 

10X Vergrößerung an Durchlichtmikroskop; schwarzer Balken: 250 µM 

 

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 mögliche 

Position wird von einem Samenkorn besetzt. Im Gegensatz hierzu sind innerhalb der Schoten 

der Transformanten (RNSi-Linien) Leerstellen zu erkennen. Ausgehend von einer 

gleichmäßigen Verteilung der Samen innerhalb der Schote (mit gleicher Größe der Samen) kann 

für die Schoten der Linien RNSi 1 und RNSi 3 von jeweils 24 potentiellen Samen, bei Linie 

RNSi 2 von 38 Samen ausgegangen werden. Demgegenüber 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 

Verhältnis von Leerstellen zur Gesamtanzahl an. Dieses Verhältnis bewegt sich im Mittel 

zwischen 21 und 34 %. In Anbetracht der Arbeitshypothese, dass der Präsenz eines 

RNSi-Konstrukts die Bildung der Samen beziehungsweise deren Vitalität beeinflussen kann, 

deutet dieses Verhältnis (ca. ¼) darauf hin, dass eine homozygote Insertion eventuell zum Abort 

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

RNSi 
Linie Pflanze Leerstellen 

Samenanzahl 
(potenziell) Verhältnis 

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% 

3 A 10 24 41.67% 
  B 4 34 11.76% 
  C 4 40 10.00% 

 

 

 

 In-silico Studie ð Computergestütztes Einfügen des Wirkstoffs (MOCB-CoA) in das 

Homologie-Modell der DHNS 

 

Neben den zuvor beschriebenen Schlüsselelementen zur Validierung (in-vivo, in-vitro und 

genetisch) des Enzyms als potenzielles Ziel für zukünftige Herbizide, können weitere 

Untersuchungen diese Validierung ergänzen.  

Bei dem hier verwendeten in-silico-Ansatz wird in eine modellierte dreidimensionale Struktur des 

Ziel-Enzyms der vermutete Inhibitor computergestützt eingefügt. Hierdurch kann ermittelt 

werden, ob der Inhibitor auf Grund seiner räumlichen 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). Hierfür wurde die Aminosäurensequenz der DHNS 

in das Programm eingelesen, das daraufhin nach bekannten Strukturmotiven innerhalb der 

Proteindatenbank suchte. Durch Sequenzhomologie wurde die bekannte Kristallstruktur von 

EcMenB von robbetta eigenständig ausgewählt und als Grundlage der Modellierung verwendet. 

Das so erzeugte Modell erreicht einen GDT-Wert von 0,82 (Abbildung 54, Abbildung 55, 

Globaler Distanz Test; Übereinstimmungsgrad zweier Proteinstrukturen; ăG¿teò des Models, 

1: totale Übereinstimmung, 0: keine Übereinstimmung). Dieser Wert basiert auf der 

Übereinstimmung (total und partiell) der Aminosäuresequenzen von DHNS und EcMenB.   



100 
 

 

Abbildung 54 
Darstellung einer einzelnen Untereinheit des Homologie-Models von DHNS (AS 53 - 337) basiend auf EcMenB (AS 5-285) (in Fluchtung 
mit EcMenB) 
grün: EcMenB (3t88.pdb); magenta: DHNS 

  

Dieser hohe Übereinstimmungsgrad ist auch visuell in Abbildung 54, der Darstellung je eines 

Monomers von DHNS und EcMenB (in Fluchtung), zu erkennen. So lassen sich die 

Sekundªrstrukturmotive (ǟ-Helix und Ǡ-Faltblatt) nahezu gänzlich überlagern und formen somit 

insgesamt eine sehr ähnliche Tertiärstruktur. In Anbetracht dieser Ergebnisse lassen sich weitere 

Vorhersagen auf die Homologie der Quartärstruktur von DHNS und EcMenB treffen 

(Abbildung 55). 

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

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

Modell. 
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Abbildung 55  
Modelliertes Hexamer der DHNS, basierend auf Sequenzhomologie zwischen EcMenB (3t88) und DHNS 
Untereinheiten farblich unterscheidbar; graue Korona: modellierte Proteinoberfläche; Pfeile: vertikale Symmertrieachse 

(Li et al. 2011a) 

 

Abbildung 55 zeigt das modellierte Homohexamer der DHNS sowie seine Oberfläche 

(gräulich-transparenter Hof). Wie aus der Abbildung ersichtlich, handelt es sich hierbei um ein 

annähernd spiegelbildliches Dimer aus Trimeren (vertikale Symmetrieachse durch Pfeile 

markiert), wobei die C-Termini der einzelnen Untereinheiten die Trimer-Trimer-Oberfläche 

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

In dem folgenden Schritt wurde geprüft, ob sich der Inhibitor (MOCB-CoA) in eine der aktiven 

Taschen des Enzyms einfügen lässt, um so die Wirkstoff-Wirkort-Beziehung weitergehend zu 

festigen. 

Hierfür fanden neben der Darstellungssoftware ăPymolò ebenfalls die Programme ăSeeSarò 

und ăMaestroò 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 einzufügen und die Stabilisierung beziehungsweise Bindung 

zahlenmäßig greifbar zu machen. 
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Abbildung 56  
Ausschnitt aus modellierter Hexamer-Strukur der DHNS mit gebundenem Inhibitor MOCB-CoA (schwarz) 
Untereinheiten farblich unterscheidbar; graue Korona: modellierte Proteinoberfläche 

 

Die Abbildung 56 zeigt eine Nahaufnahme des DHNS-Hexamers mit gebundenem Inhibitor 

MOCB-CoA. Die Ketten der A-Untereinheit (grün) und D-Untereinheit (gelb) formen hierbei 

die aktive Tasche, in der der Inhibitor (schwarz) gebunden ist. Wie durch die transparent-graue 

Oberfläche illustriert, ragt der Inhibitor mit dem MOCB-Anteil des Moleküls ins Innere des 

Proteins, während das Adenosin-3õphosphat an der Oberfläche des Proteins verbleibt. 

Die Stabilisierung des Liganden in der aktiven Tasche erfolgt einerseits durch 

Wechselwirkungen mit Aminosäuren 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 Molekül. Von diesen sind zwei Teil des C-Terminus der D-Untereinheit, während der 

verbleibende Rest zur A-Untereinheit gehört. 

Insgesamt ergibt sich für das Docken des Inhibitors mittels der Glide-Methodik ein Wert 

von -5,2 , hierbei wurden für den einzufügenden Ligaden alle möglichen Orientierungen, 

räumlichen Ausrichtungen sowie Positionierungen abgeprüft (Friesner et al. 2004). Dieser 

sogenannte ăGlide-Scoreò kann als MaÇzahl f¿r die errechnete Stªrke der Stabilisierung angesehen 

werden und dient somit zur Beurteilung der Güte der Bindung. Die Entwickler des hierfür 
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verwendeten Programms (ăMaestroò; Fa. Schrºdinger Inc) bezeichnen einen Wert von kleiner 

-8 als Indikator für 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 

gestützt. 

 

Abbildung 57 
Lokalisierung und Stabilisierung von MOCB-CoA in aktivem Zentrum der DHNS (Pymol und Ligplot)  
Aminsosäuren mit Position (Nummer sowie Untereinheit); Hydrophile Wechselwirkungen gekennzeichnet durch gestrichelte Linie; 
hydrophobe Wechselwirkungen als rote Korona 
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VII.  Teil II: Identifikation des Wirkorts von Psoromsäure 

 

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

basierend auf einer Arbeitshypothese, einzugrenzen. 

Zuerst wurde die Wirksamkeit in-vivo, anhand von Änderungen des Phänotyps überprüft. 

Anschließend sollten etwaige Effekte auf den Prozess des Spleißens mittels 

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

 

 Nachweis der pflanzlichen in-vivo Aktiviät von Psoromsäure  

 

Zur Überprüfung der Wirksamkeit von Psoromsäure im pflanzlichen System wurden A. thaliana 

Pflanzen auf wirkstoffhaltigen ½ MS Schrägagar-Platten kultiviert. 

 

Abbildung 58  
Arabidopsispflanzen in Präsenz von Psoromsäure in verschiedenen Konzentrationen 
Pflanzen wurden für 14 Tag auf ½ MS-Medium in Schrägplatten kultiviert. Der Inhibitor war in DMSO gelöst, die DMSO-Konzentration 

(0.1 %) wurde konstant gehalten. 

 

Die Pflanzen der Kontrollplatte weisen sechs entfaltete Blätter auf, die Wurzeln erreichen den 

unteren Rand der Platte und wachsen an diesem Rand entlang (Länge ~ 7,5 cm) . Die Wurzeln 

weisen zudem eine Vielzahl an Seitenwurzeln auf. 

Mit steigender Wirkstoffkonzentration ergeben sich Änderungen im Phänotyp der Pflanzen. So 

kommt es bei einer Konzentration von 5 µM Psoromsäure zu einer Verzögerung in der 

Entwicklung betreffend das Wurzelwachstum (~ 5,5 cm , weniger Seitenwurzeln) sowie die 

Blätter ( lediglich vier voll entfaltet). Durch Steigerung der Konzentration auf 25 µM 

Psoromsäure werden Wurzelwachstum und Entwicklung der Blätter weitergehend 

eingeschränkt. Der Phänotyp des Wurzelwachstums tendiert hierbei mehr zu einem Wachstum 

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

Pflanzen, ohne weitere Entwicklung. 

Die Konzentration des Inhibitors scheint bei 75 µM oberhalb der Löslichkeitsgrenze zu liegen, 

da weiße Flocken innerhalb des Mediums zu erkennen sind. Diese ähneln stark dem ungelösten 

Reinstoff. Folglich kann keine genaue Aussage über die Konzentration des Wirkstoffs, der den 

Pflanzen innerhalb des Mediums tatsächlich zur Verfügung steht, getroffen werden.   

Die phänotypischen Effekte des Inhibitors lassen sich allgemein mit einer verlangsamten 

beziehungsweise unterbundenen Entwicklung beschreiben. Hierbei weisen die Pflanzen bei 

5 µM Psoromsäure weniger Seitenwurzeln auf, bei 25 µM Psoromsäure hingegen scheinen nur 

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

Zur bestmöglichen Detektion eines Wirkstoffeffekts auf den Spleißvorgang wurden die 

Pflanzen in Flüssigkultur angezogen. Dies garantierte eine hohe Individuenzahl (Bildung von 

Pflanzenballen; Abbildung 59), gleiche Wachstumsbedingungen sowie Kontrollierbarkeit der 

Wirkstoff-Konzentration. 

Im ersten Kultivierungsversuch (Pilotphase zur Überprüfung der Durchführbarkeit) zog man 

Pflanzen eine Woche in Gegenwart von 0.2% DMSO unter stetigem Schütteln (30 rpm) an. 

Daraufhin wurde das Nährmedium gewechselt, mit 10, 25, 50 und 100 µM Psoromsäure 

versetzt, um für weitere 24 h kultiviert zu werden. Durch die Kultivierung in Schüttelkultur 

konnte die Löslichkeit des Inhibitors erhöht werden; nach 10 min waren selbst bei 100 µM 

Psoromsäure keine Flocken mehr sichtbar.  

Nach Ablauf der 24 h zeigte keine 

der Proben eine Änderung im 

Phänotyp. 100 µM Psoromsäure 

wurde als Wirkstoffkonzentration 

für die folgenden Versuche 

festgelegt (höhere Dosen aufgrund 

von Löslichkeit nicht möglich), um 

somit möglichst starke Effekte 

innerhalb der Pflanzen zu 

induzieren. 

 

 

Abbildung 59  
Pflanzenballen A.thaliana eine Woche in ½ MS-Flüssigmedium (10 g/l Saccharose)  
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 Transkriptom-Analyse ð Identifikation von fehlgespleißten 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 Fehlspleißen 

kommen sollte sowie eine Positivkontrolle (5 µM Herboxidien, (AlShareef et al. 2017)), die zur 

Überprüfung 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 möglicher Standorteffekte die Kolben täglich 

randomisiert. 

Nach einer Woche erfolgte der Wechsel des Nährmediums, später die Ernte der Pflanzenballen 

zu den definierten Zeitpunkten (1 h, 6 h, 12 h) innerhalb eines Tages 

(1 h, 07:00; 6 h, 12:00; 12 h, 18:00). 

Zur Aufbewahrung wurden die geernteten Proben (Ballen) in Flüssigstickstoff 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 über ein Verfahren namens 

Poly-A-Fischen erhalten wurden. Hierbei wird der Poly-A-Schwanz der ăreifenò mRNS durch 

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

Zur Überprüfung der Güte der RNS sowie der Qualität und Quantität der resultierenden cDNS 

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

Die isolierte RNS wies (über alle 27 Proben) einen durchschnittlichen RIN-Wert 

(RNS Integritätsnummer) von 8,1 von 10 auf (Maximum: 9,3; Minimum: 7,2). Dieser Wert kann 

als Indiz für die Güte der RNS gewertet werden, da eine hohe RNS-Integrität zu besseren 

Sequenzierergebnissen führt (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  ͯτπzρπ reads pro Probe 

sequenziert. Zur Analyse der Zeitabhängigkeit des wirkstoffinduzierten Fehlspleißens wurden 



107 
 

die Zeitpunkte 1 h und 6 h der Sequenzierung unterzogen, die Proben des Zeitpunkts 12 h 

wurden für die spätere RT-PCR basierte Validierung verwendet.  

Die einzelnen cDNS-Fragmente wurden sowohl vom 3ô als auch vom 5ô Ende sequenziert, 

somit konnten die beiden Fragmentenden gekoppelt und eine umfassendere Information über 

die Sequenzen der einzelnen Fragmente ausgelesen werden, weiterhin erleichterte dieses 

Verfahren die Zuordnung der reads zu den jeweiligen Genorten. 

Die so erhaltenen Daten wurden daraufhin getrimmt (Bereinigen von reads, die die 

Mindestanforderungen nicht erfüllen) sowie den jeweiligen Genen des Arabidopsis-Genoms 

zugeordnet (siehe Material und Methoden; HISAT2). Innerhalb der Proben bestanden 

durchschnittlich 99,2 % der reads die erste Qualitätskontrolle, von diesen konnten 96,3 % dem 

Genom eindeutig zugeordnet werden. 

Die gewonnenen Daten ermöglichten eine weitere Unterteilung in Sequenzen, die auf Exons 

entfallen und solche, die Introns zugeordnet werden können. Letztere sollten im Normalfall 

nicht auffindbar sein, da ăreifeò polyadenylierte mRNS keine Introns aufweisen sollte 

(abgesehen von solchen Introns, die im Kontext des Alternativen Spleißens ebenfalls als Exons 

fungieren können; diese wurden daher als Exons angesehen). 

Mittels des R-Programmpakets eisaR (Michael Stadler, Dimos Gaidatzis, Lukas Burger, 

Charlotte Soneson 2020) ließen sich diese Daten so weit auswerten, dass nur ăintronhaltigeò 

Sequenzen oberhalb eines kritischen Signifikanzniveaus (Falscherkennungsrate Ò 5 %; 

FDR: false discovery rate) weitergehend berücksichtigt wurden. Die Analyse erfolgte, basierend auf 

der Herangehensweise der Entwickler des Programmpakets, mit den von Gaidatzis et al. 

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

Für 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 

überstanden, bildeten die Gruppe der wahrscheinlich fehlgespleißten Transkripte. 

Genorte mit unzureichendem read-count in Exon oder Intron (über die Proben hinweg 

gemittelter Wert < 5) hätten die Aussagekraft der folgenden Analyse verzerren können und 

wurden daher nicht analysiert.  
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Für die Proben der Psoromsäure konnten für 6,5 % (t = 1 h) sowie 5,7 % (t = 6 h) der Gene 

von Arabidopsis fehlgespleißte Transkripte nachgewiesen werden, die diese 

Grundvoraussetzung erfüllten. 

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

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

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

für die intronhaltige Transkripte vorlagen. 

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

Transkripte mittels eisaR. 

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

vs. unbehandelt). 

In einem ersten Schritt wurden zwischen den Gruppen (Psoromsäure versus DMSO, bzw. 

Herboxidien versus DMSO) die dem einzelnen Gen zugeordneten reads für Exon und Intron 

zahlenmäßig mittels Subtraktion verglichen. 

Vereinfacht lässt sich dies durch folgende Formeln illustrieren: 

ὶὩὥὨίȡ ὶὩὥὨίȡ ɝ%ØÏÎÓȡ'ÅÎ8 

ὶὩὥὨί ȡ ὶὩὥὨί ȡ ɝ)ÎÔÒÏÎÓȡ'ÅÎ8 

(7) 

 

Das Zahlenverhältnis von ɝExons und ɝIntrons (dargestellt als Bruch) kann zur Abschätzung 

des wirkstoffinduzierten Effekts mittels des ăFehlspleiÇ-Verhªltnissesò verwendet werden. 

Durch den ăZªhlerò ɝExon wird die Änderung im Expressionsniveau des Gens ausgedrückt. 

Entfallen in der behandelten Gruppe mehr Sequenzen auf Introns als in der Kontrollgruppe 

(unbehandelt), so vergrößert sich ɝIntron und somit der Nenner des Bruchs.  

Ein hohes ɝIntron belegt prinzipiell einen hohen Verbleib von Introns in der finalen mRNS 

und könnte zur Fehlannahme einer hohen Wirksamkeit des Stoffes verleiten. Die Aussagekraft 

dieser Absolutzahl ist jedoch begrenzt, da sie nicht das totale Expressionsniveau des Gens 

berücksichtigt (Anzahl der Transkripte des Gens). Dem trägt der Quotient aus ɝExon und 

ɝIntron 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 ăreifenò mRNS kommt, denn er setzt dies mit dem 

Expressionsniveau des Gens in Relation.  

In Abbildung 60 wird das logarithmische Fehlspleiß-Verhältnis ÌÏÇ  durch die 

x-Achse ausgedrückt, Punkt x = 0 bedeutet hier Quotient 1. 

Die y-Achse stellt das Ausmaß der Signifikanz des Funds (ÌÏÇὊὈὙ) in negativ-dekadischem 

Logarithmus der Falscherkennungsrate (FDR) dar. Farbige Punkt oberhalb der gestrichelten 

Linie sind signifikante Ereignisse von Wahrscheinlichkeit 5 % oder niedriger (FDR Ò 0.05).  

 

 

Abbildung 60  
Vulkan-Auftragung des Fehlspleiß-Verhältnisses gegen die Signifikanz des Ereignisses induziert durch 100 µM Psoromsäure nach 1h und 6h 
blau: Gene mit signifikanten Funden von retinierten Introns; rot: Signifikante Funde von hochregulierten Genen;  

gestrichelte Linie (horizontal): Signifikanz von 5 %  

 

Wie aus den Abbildungen zu entnehmen ist, kommt es in Gegenwart von 100 µM Psoromsäure 

bei 92 (t = 1 h) beziehungsweise 290 (t = 6 h) Genorten zum Auftreten von Transkripten mit 

retinierten Introns, die das nötige Signifikanzniveau (FDR < 5 %) erreichen (Transkripte 

dargestellt als blaue Punkte). 

Darüber hinaus konnten 19 (t = 1 h) sowie 27 (t = 6 h) Genorte gefunden werden, die auf 

Grundlage ihres Quotienten als signifikant hochreguliert gelten können (dargestellt als rote 

Punkte). Wahrscheinlich spiegeln diese Werte nur einen Bruchteil der tatsächlich 

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 Ó 5). 
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Zum Vergleich die Ergebnisse der eisaR-Analyse für Herboxidien (Positivkontrolle des 

Versuchs; seine inhibitorische Wirkung auf Spleißosom von Arabidopsis ist literaturbekannt) 

(Abbildung 61). 

Wie aus den Vulkan-Auftragungen ersichtlich, konnten 1983 (1 h) beziehungsweise 1894 (6 h) 

Transkripte mit retinierten Introns in ausreichender Signifikanz identifiziert werden (blau in 

Auftragung). 

Weiterhin konnte eine, verglichen mit der Anzahl der fehlgespleißten Transkripte, etwa ebenso 

große Zahl an hochregulierten Transkripten mittels eisaR detektiert werden (rot in Auftragung). 

Dies legt die Vermutung nahe, dass Herboxidien insgesamt einen größeren Effekt auf die 

Pflanzen ausübt, da die Anzahl an fehlgespleißten Transkripten deutlich erhöht ist, und dies bei 

einer 20-fach niedrigeren Konzentration als Psoromsäure. 

 

Unter Verwendung von Formel 8 ließ sich, getrennt für jeden Genort, der Anteil an retinierten 

Introns pro Transkript errechnen. 

ὖὙὍϷ ὶὩὸὭὲὭὩὶὸὩ Ὅὲὸὶέὲί 
Ὕὖὓ ȡ

Ὕὓὖ ȡ Ὕὖὓ ȡ 

Mit: TPM (Transkripte Pro Millionen; auf Probe normalisierter Wert) 

(8) 

 

 

Abbildung 61  
Vulkan-Auftragung des Fehlspleiß-Verhältnisses gegen die Signifikanz des Ereignisses induziert durch 5 µM Herboxiden nach 1h und 6h 
 blau: Gene mit signifikanten Funden von retinierten Introns; rot: Signifikante Funde von hochregulierten Genen;  

gestrichelte Linie (horizontal): Signifikanz von 5 % 
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Tabelle 17  
Übersichtstabelle Prozent retinierte Introns durch 100 µM Psoromsäure (innerhalb der Transkripte mit FDR < 5%) 

PROBE PRI < 5 % PRI > 50% MEDIAN 

PRI 

MAXIMUM PRI  

(PRI DMSO DIESES 

TRANSKRIPTS) 

1 H 74 / 92 1 / 92 2,6 % 74,5 %  

(48,8 %) 

6 H 224 / 290 7 / 290 1,6 % 79,3 %  

( 23,6 %) 

 

Tabelle 17 zeigt die prozentuale Verteilung retinierter Introns innerhalb der detektierten 

fehlgespleißten Transkripte für Psoromsäure (blaue Punkte; in Abbildung 60). Von den 

detektierten Transkripten macht (sowohl für 1 h und 6 h) der Anteil, der weniger als 5 % 

fehlgespleißt 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) beziehungsweise 79,3 % (6 h) für die Transkripte 

des Genorts At1g13330 detektiert. Die DMSO-Proben weisen für diese Transkripte Werte von 

48,8 % sowie 23,6 % auf.  

Tabelle 18 
Übersichtstabelle Prozent retinierte Introns durch 5 µM Herboxiden (innerhalb der Transkripte mit FDR < 5%) 

PROBE PRI < 5 % PRI > 50% MEDIAN  

PRI 

MAXIMUM PRI  

(PRI DMSO DIESES 

TRANSKRIPTS) 

1 H 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 stärkere Wirksamkeit unter Beweis (PRI Median ist nach 1 h um 

das 3,5-fache, nach 6 h um das 11,3-fache höher). 
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Der nächste Schritt befasste 

sich mit der biologischen 

Bedeutung der durch 

Behandlung mit 

Psoromsäure fehlgespleißten 

Transkripte (92 bei t = 1 h; 290 

bei t = 6 h; blaue Punkte in 

Abbildung 60).  

Hierfür wurden die 

betreffenden Genorte mittels 

Classification SuperViewer 

(Nicholas Provart 2003) 

eingeteilt, basierend auf den 

assoziierten biologischen 

Prozessen, molekularen 

Funktionen sowie 

Zellbestandteilen (dargestellt 

durch Abbildung 62). 

Innerhalb der fehlgespleißten 

Transkripte beider 

Zeitspannen (1 h, 6 h) erfolgte 

im Bereich der betroffenen 

biologischen Prozesse die 

Klassifikation ăAntwort auf 

Stressò besonders häufig. 

Weitere betroffene Prozesse 

umfassten ăTransportò, 

ăAntwort auf abiotische oder 

biotische Stimuliò sowie 

ăZellorganisation und 

Biogeneseò. 

Im Bereich der molekularen 

Funktion erfolgte innerhalb 

 

 

 

 

Abbildung 62  
Klassifizierung der fehlgespleißten Transkripte mittels Classification SuperViewer ((Nicholas 
Provart 2003)  Abszisse: Klassifizierung für % der fehlgespleißten Transkripte;  
Ordiante: Gruppen der Klassifizierung  
blau: Zeitspanne 1 h; orange: Zeitspanne 6  




























































































































































